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Résumé 
 
Les kinases de la famille Pim sont impliquées dans de nombreux cancers hématologiques dont 
la leucémie aigüe myéloïde (LAM) et le myélome multiple. Contrairement à la plupart des 
autres protéines kinases dont l’activation nécessite la phosphorylation préalable du domaine 
catalytique, l’activité des Pim kinases est constitutive. Les mécanismes de régulation de 
l’expression de Pim2 ainsi que ses mécanismes d’action sont très peu connus. 
Une partie de mon projet a consisté en l’étude de l’expression et de la stabilité de Pim dans 
des cellules de LAM et de myélome. J’ai montré que l’expression de Pimβ est régulée au 
niveau transcriptionnel par STAT5. Les trois isoformes de Pim2 ont une demi-vie très courte. 
Leur rapide dégradation semble constitutive et indépendante des relais de signalisation 
intracellulaire. Elle implique la machinerie du protéasome mais ne semble pas nécessiter 
l’ubiquitination préalable de la protéine. Les formes de Pim2 qui s’accumulent dans les 
cellules sous l’action des inhibiteurs du protéasome sont constitutivement actives. Ces 
premières données m’ont conduit à envisager l’intérêt d’inhibiteurs de Pim dans le myélome 
multiple, où l’inhibition du protéasome comme traitement favorise l’accumulation de cette 
kinase oncogénique. 
La seconde partie de mon projet a consisté en l’identification de substrats et de partenaires 
potentiels de Pim2 dans les LAM. Pour cela, j’ai mis au point une méthode de marquage 
métabolique couplée à une analyse phosphoprotéomique quantitative globale, ainsi qu’une 
analyse de l’interactome de Pim2 après avoir produit un anticorps contre cette protéine. Les 
informations obtenues m’ont permis de montrer l’activation de la voie mTORC1 par Pim2 et 
d’identifier la Polo-Like Kinase (PLK1) comme un nouveau substrat et partenaire de Pim2. 
Mes résultats montrent une colocalisation de Pim2 et de PLK1 au cours des différentes phases 
de la mitose et en particulier au niveau du corps intermédiaire lors de la séparation des 
cellules filles. 
 
Mots-clés : Leucémie Aigüe Myéloïde, Protéines kinases, Dégradation des protéines, 
Protéasome, Phosphoprotéomique quantitative 
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"La découverte, c’est de voir ce que tout le monde 
voit et de penser ce que personne ne pense." 
Gyorgi Szent (1893-1986) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
« Sapience n'entre point en âme malivole, et science 
sans conscience n'est que ruine de l'âme » 
Pantagruel (1532), de François Rabelais. 
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PARTIE I : INTRODUCTION 
D’un point de vue historique, l’étude des phosphorylations correspondant à l’ajout d’un ion 
phosphate a commencé au tout début du XXème siècle (Levene and Alsberg, 1906; Lipmann 
and Levene, 1932). A la fin des années 1940, l’identification des premières enzymes 
phosphorylases (la glycogène phosphorylase), qui permettent l’ajout d’un phosphate 
inorganique (phosphate d’hydrogène obtenu par hydrolyse) sur une molécule a éveillé 
l’intérêt de la participation des phosphorylations dans un système biologique 
(SUTHERLAND and CORI, 1951). Cependant, ce n’est que dans les années 1950 que les 
protéines kinases furent réellement mises en évidence. A la différence des protéines 
phosphorylases, les kinases (ou phosphotransférases) permettent la phosphorylation 
enzymatique directement par le transfert du phosphate d’une molécule d’adénosine 
triphosphate (ATP) organique vers la protéine cible sans hydrolyse (BURNETT and 
KENNEDY, 1954; KREBS and FISCHER, 1956). A partir de ce moment, la diversité et 
l’importance des kinases n’ont cessé de croître, tout d’abord car elles présentent une multitude 
de substrats plus ou moins spécifiques comme les protéines, les lipides et les sucres dont la 
phosphorylation aboutit à une modification de la fonction biologique ou métabolique. Cette 
différence de substrats a conduit à l’existence de trois groupes de kinase : les protéines 
kinases, les lipides kinases et les carbohydrates kinases. Sachant que les protéines kinases se 
distinguent également en fonction de leur capacité à phosphoryler une catégorie de résidus 
spécifiques comme les sérines/thréonines kinases, les tyrosines kinases et les kinases à double 
spécificité (sérine/thréonine/tyrosine kinase) présentes chez tous les organismes vivants 
(Lindberg et al., 1992), ainsi que les histidines et les aspartates kinases majoritairement 
représentées chez les procaryotes et dont les fonctions sont encore très méconnues dans le 
règne animal (Besant and Attwood, 2005; Thomason and Kay, 2000; Wolanin et al., 2002). 
 
Le séquençage du génome humain a facilité l’identification de nombreuses protéines kinases 
et a permis l’élaboration d’un kinôme (Fig. 1) qui représente l’ensemble des kinases 
existantes chez l’homme (Manning et al., 2002). 518 gènes humains ont été identifiés comme 
codant une protéine kinase dont 478 ePKs (eukaryotic protein kinase) présentant un domaine 
catalytique et 40 aPKs (atypical protein kinase) révélant une activité kinase sans homologie de 
séquence avec les ePKs. Le kinôme représente environ 1,7% de tout le génome humain et est 
réparti en différents groupes de kinases : TK (Tyrosine Kinase), TKL (Tyrosine Kinase-Like), 
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STE (Homologs of yeast sterile 7, sterile 11, sterile 20 Kinases), CK1 (Casein Kinase 1), 
AGC (contenant les familles PKA, PKG, PKC), CAMK (Calcium/calmodulin-dependent 
protein Kinase) et les CMGC (contenant les familles CDK, MAPK, GSK3, CLK). 
 
Fig. 1 : Représentation de l’ensemble du kinôme humain (Manning et al., 2002). 
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Ces groupes ont été définis par l’homologie de séquences de leurs membres mais également 
par des fonctions ou régulations communes et spécifiques. 
En effet, les TK (Ex : EGFR, Axl pour les récepteurs et Src ou Abl pour les non-récepteurs) 
phosphorylent exclusivement des résidus tyrosine tandis que les TKL (Ex : Raf) ont des 
séquences très similaires aux TK mais phosphorylent des résidus sérine/thréonine. Le groupe 
STE contient des kinases impliquées dans l’activation de la voie des MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase), qui sont elles-mêmes intégrées dans le groupe des CMGC 
comprenant également d’autres kinases impliquées dans la régulation du cycle et le contrôle 
métabolique. En ce qui concerne le groupe de kinases AGC, il rassemble des sérine/thréonines 
kinases cytoplasmiques (Ex : PDK1, Akt, RSK) dont l’alignement des séquences révèle une 
conservation du domaine catalytique, qui correspond aux protéines kinases dépendantes de 
l’AMP cyclique (PKA), dépendantes de GMP cyclique (PKG) ou des protéines kinases C 
(PKC). Les CAMK, quant à elles, sont connues pour être régulées de façon 
calmoduline/calcium dépendante, même si ce groupe rassemble d’autres familles non-
régulées par ce système mais très proches par leur séquence. Pour le groupe des CK1, il s’agit 
du premier groupe de kinase mis en évidence par Burnett et Kennedy grâce à l’étude de la 
phosphorylation d’un substrat expérimental, la caséine. Plusieurs kinases ePKs uniques sont 
encore isolées dans un groupe nommé autres (PLK, TLK, CAMKK…), car elles ne 
conviennent à aucun des groupes existants. 
 
La structure tridimensionnelle d’une protéine est associée au repliement (mécanisme de 
« folding ») de sa chaine polypeptidique. La plupart des protéines kinases eucaryotes présente 
une structure similaire avec un domaine catalytique d’environ β90 résidus (Fig. β). Cette 
structure consiste majoritairement en un lobe amino-terminal (N-ter), formé d'un feuillet- à 
cinq bandes et d'une hélice catalytique (C-hélice ou C-loop), et en un lobe carboxy-terminal 
(C-ter), composé d'hélices  et d'une région d’activation flexible (A-loop). La flexibilité de 
cette dernière région est impliquée dans la régulation de l'accès au substrat. Entre ces deux 
lobes se situe une région dite charnière, dans laquelle se trouve la poche catalytique 
responsable de la phosphorylation (Endicott et al., 2012; Johnson and Lewis, 2001). 
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Fig. 2 : Architecture d’une protéine kinase prototypique. Cette représentation très réduite 
correspond aux éléments régulateurs et structurels clé de la protéine kinase A (PKA) révélant 
une structure majoritaire chez les protéines kinases eucaryotes. Protein Data Bank (PDB) 
code 1ATP (Endicott et al., 2012). 
 
Différents mécanismes de régulation des kinases ont été identifiés. La grande majorité des 
kinases nécessitent d’être premièrement phosphorylées, sur le segment d’activation flexible 
A-loop, pour être activées. A l’inverse, l’intervention de phosphatases supprime cette 
activation par hydrolyse du groupement phosphate. Cette méthode de régulation a rapidement 
conduit à la notion de cascade d’activation des kinases, illustrant le fait qu’une kinase activée 
en amont peut agir en aval sur une voie de signalisation entière par le biais d’autres kinases. 
Certaines kinases sont également capables de s’autophosphoryler ou bien nécessitent d’autres 
mécanismes comme la fixation d’une protéine partenaire activatrice ou encore une 
relocalisation cellulaire pour rencontrer son substrat.  
D’autres kinases, telles que les récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK), par exemple c-Kit, 
FLT3 ou EGFR, sont transmembranaires et s’activent par transphosphorylation 
(phosphorylation croisée) des tyrosines intracellulaires grâce à leur homodimérisation lors de 
la fixation d’un ligand au niveau du récepteur extracellulaire. Ces kinases permettent ainsi de 
répondre à divers signaux extracellulaires activateurs comme les facteurs de croissance. 
Une fois la kinase en configuration active, sa fonction phosphotransférase s’effectue par 
l’intervention d’une boucle de fixation du phosphate (P-loop) dans la poche catalytique qui 
fixe une molécule d’ATP par le biais de deux liaisons hydrogène. La réaction de 
phosphorylation par la C-loop permet le transfert d’un phosphate sur le substrat et produit une 
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molécule d’adénosine diphosphate (ADP). Cette boucle P-loop est également observée dans 
les protéines liant le GTP, c’est-à-dire les grandes GTPases trimériques associées aux GPCR 
(récepteurs à 7 domaines transmembranaires) et les petites GTPases monomériques comme 
Ras et Rho. L'activité kinase nécessite donc à la fois l'accès du substrat à la fente catalytique 
et un positionnement de l'ATP favorable à son transfert. 
Très peu de protéines kinases présentent une activation constitutive ne nécessitant pas la 
phosphorylation de la boucle d’activation (A-loop). C’est cependant le cas de la famille Pim 
que j’ai étudiée au cours de ma thèse. 
 
I. Pim-1, Pim-2, Pim-3, Partez !!! 
I.1. Généralités 
Les gènes Pim (Provirus integration of Moloney virus) sont des oncogènes découverts dans 
les années 1980 et correspondent à des sites d’insertion de provirus leucémogènes murins 
(Cuypers et al., 1984). Chez l’Homme, ces gènes codent trois sérine/thréonine kinases de 
faible poids moléculaire (entre 32 et 44 kDa), qui ont la particularité d’être constitutivement 
actives et ne nécessitent donc pas de modifications post-traductionnelles pour accomplir leurs 
fonctions. Cette particularité est assez rare et concerne très peu de kinases dont la CK2 (Pinna, 
2003; Turowec et al., 2010). En effet, la plupart des kinases nécessitent d’être phosphorylées 
dans leur boucle d’activation (A-loop) pour être fonctionnelles mais les kinases Pim adoptent 
une conformation active. Celle-ci est liée à la présence d’un résidu acide dans le site 
d’activation (Aspβ00 pour Pim1, Asp196 et possiblement Asp198 pour Pimβ) qui forme un 
pont salin avec les résidus basiques de la boucle catalytique (C-loop) et mime ainsi une 
phosphorylation activatrice (Bullock et al., 2009; Qian et al., 2005). Aucune kinase activatrice 
n’a donc été identifiée en amont des kinases Pim. Ces informations supportent la notion que 
ces kinases seraient régulées par la transcription de leur ARN messager et par la stabilisation 
de la protéine, c'est-à-dire par un équilibre entre leur synthèse et leur dégradation. 
La famille Pim est encore mystérieuse comme le suggère la branche isolée qui la représente 
dans le kinôme humain (Fig. 1). Elle appartient au groupe des CAMK (Calcium/Calmodulin 
Modulation Kinase), bien qu’aucune régulation par le calcium ou la calmoduline n’ait été 
mise en évidence. Elle est actuellement constituée de 3 ramifications représentant ses 
différents membres : Pim1, Pim2 et Pim3. Sachant que Pim3 a été initialement prénommé 
Kid-1 (Kinase Induced by Depolarisation), elle a été rebaptisée à cause de sa grande 
homologie de séquence avec les autres kinases Pim (Feldman, 1998). En effet, Pim1 et Pim3 
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partagent 71% d’acides aminés dans leurs séquences protéiques tandis que Pim1 et Pimβ 
partagent 61% d’homologie. Les séquences partagées (Fig. γ) sont exclusivement liées au 
domaine catalytique majoritaire dans ces kinases. 
 
 
Fig. 3 : Alignements des séquences protéiques des membres de la famille Pim humain. Les 
séquences correspondent dans l’ordre à Pim1 (Accession : P11309), Pim3 (Q86V86) et Pim2 
(dont la séquence Q9P1W9 a été complétée en N-Ter). Les acides aminés rouges sont 
hautement conservés et identiques, les bleus indiquent les régions conservées et les noirs 
correspondent à une région gap (l’acide aminé est indiqué en minuscule si un gap est observé 
dans les 2 autres protéines). La ligne verte souligne le domaine catalytique des trois membres 
et les symboles (*) signalent les sites d’initiation de la traduction de chaque isoforme (pour 
Pim1, la première méthionine placée par défaut dans les bases de données est en fait une 
leucine chez l’Homme (Xie et al., 2006)). La séquence barrée de Pim2 n’est pas traduite. 
 
Par ailleurs, l’analyse cristallographique de Pim1 et Pimβ a confirmé cette remarque, puisque 
la structure de la poche ATP est complètement conservée entre ces deux membres qui 
présentent un aspect typique de toutes les kinases à deux lobes, correspondant au domaine 
amino-terminal (N-ter) composé de feuillet  et au domaine carboxy-terminal (C-ter) 
composé d’hélices , séparés par une région charnière. La principale distinction entre ces 
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deux kinases se situe au niveau de l’hélice J absente dans le cas de Pim2 (Fig. 4), ce qui 
supprime une interaction stabilisatrice significative à l’interface entre le lobe N-ter et le lobe 
C-ter, ainsi que des différences entre la région charnière et les résidus de la boucle de fixation 
du phosphate (P-loop). L’absence d’interaction de l’hélice J inexistante pour Pim2 avec le 
brin  augmente la flexibilité dans le lobe N-Ter de Pim2 et contribue à la désorganisation de 
cette région (Bullock et al., 2009). La poche ATP, qui correspond au site catalytique situé 
entre les deux lobes, présente un mode de fixation unique chez les kinases Pim. En effet, les 
prolines 123 et 119 respectivement de Pim1 et Pim2 ne peuvent pas former de pont hydrogène 
avec l’adénine de l’ATP, ce qui restreint la fixation à une seule liaison hydrogène 
contrairement aux deux liaisons habituelles chez toutes les autres kinases (Bullock et al., 
2009; Qian et al., 2005). 
L’analyse cristallographique de Pim1 en complexe avec l’AMP-PNP (un analogue non 
hydrolysable de l’ATP) semble également montrer un élargissement de la région charnière de 
4 angströms comparé à d’autres kinases, ce qui provoquerait une plus grande ouverture de la 
poche catalytique et favoriserait encore son activité kinase (Qian et al., 2005). 
 
 
Fig. 4 : Structure générale de Pim1 et de Pim2 en complexe avec un inhibiteur 
organoruthenium qui mime la fixation d’ATP. La superposition des deux protéines (montrée 
par représentation en ruban) révèle la forte conservation de la structure 3D entre ces deux 
kinases. A- Pim1 (Protein Data Bank : 2BZH, coloré en Orange) contient une hélice J en 
position carboxy-terminale qui est absente chez Pim2 (Protein Data Bank : 2IWI, coloré en 
Vert pour le brin  et Rouge pour l’hélice ). B- Une vue de rotation à 90° pour mettre en 
évidence l’inhabituelle -hairpin dans le lobe N-terminal de la kinase qui est partiellement 
désorganisé pour Pim2 (Bullock et al., 2009). 
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Chacun des membres de la famille Pim se distingue par une localisation différente sur les 
chromosomes murins et humains, ainsi que par son nombre d’isoformes (Nawijn et al., 2010). 
Les gènes Pim1, Pim2 et Pim3 sont respectivement localisés sur les chromosomes 17, X et 15 
chez la souris, tandis que chez l’homme ils sont situés respectivement sur les chromosomes 6, 
X et 22. Les ARNm de ces trois gènes sont codés par 6 exons et présentent chacun un site 
d’initiation standard de la traduction initiée par un codon AUG. Cependant, des sites 
alternatifs d’initiation de la traduction initiée à partir d’un codon CUG, qui code normalement 
pour une leucine, ont été identifiés pour les deux premiers membres de la famille, ce qui 
explique l’expression de deux isoformes pour Pim1 et trois isoformes pour Pimβ (Fig. 5). 
 
 
Fig. 5 : Gènes, transcrits et les différentes isoformes des kinases Pim (adapté de Nawijn et al., 
2010) : Les six exons codants l’ARNm de Pim sont représentés en rouge foncé, tandis que la 
séquence commune aux isoformes est représentée par le bloc bleu foncé. La partie verte 
foncée indique le domaine catalytique constitutivement actif des isoformes de différents poids 
moléculaires. 
 
De façon intéressante, il a récemment été montré in silico que le Zebrafish, un modèle très 
populaire pour l’étude des cancers de l’Homme, ne présente pas moins de γ1γ kinases Pim sur 
les 1200 kinases identifiées dans ce modèle, soit un peu plus de 25% de son kinôme 
(Rakshambikai et al., 2014). Ce modèle développe effectivement des tumeurs avec une 
ressemblance histologique et génétique flagrante pour les pathologies humaines, y compris les 
leucémies aigües (Liu and Leach, 2011). Aucune corrélation n’a été faite entre le statut du 
Zebrafish comme modèle oncogénique et la forte représentation des kinases Pim dans son 
kinôme, mais cette information pourrait être en faveur de l’importance des kinases Pim dans 
l’oncogenèse. 
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L’existence d’une variété de protéines oncogéniques Pim chez l’Homme (γ membres 
aboutissant à 6 isoformes distinctes) renforce le besoin de comprendre les mécanismes 
permettant leur régulation, mais également la nécessité d’étudier leurs fonctions biologiques 
communes ou diverses. 
 
I.2. Expression et Fonctions biologiques 
I.͸.ͷ. Spécificités tissulaires de l’expression 
Les membres de la famille Pim sont ubiquitaires dans l’organisme, et sont exprimés dans les 
cellules hématopoïétiques, neurales, du muscle vasculaire lisse, les cardiomyocytes, les 
cellules endothéliales et épithéliales ainsi que dans les progéniteurs de ces types cellulaires et 
les cellules souches embryonnaires (Nawijn et al., 2010). Néanmoins, des différences de 
niveau d’expression ont été rapportées dans la littérature.  
 
Pim1 serait majoritairement exprimée dans les cellules hématopoïétiques, Pim2 dans les 
cellules du cerveau et les tissus lymphoïdes alors que Pim3 serait principalement représenté 
dans les cellules du rein, du sein et du cerveau (Brault et al., 2010).  
Ces données sont plus ou moins confirmées par la ressource en ligne BioGPS (biogps.org) qui 
recense l’expression de gène codant pour une protéine donnée. Selon cette ressource en ligne, 
l’expression des gènes Pim1, Pimβ et Pimγ (Annexe 1) semble globalement très représentée 
dans les cellules hématopoïétiques normales et pathologiques. En revanche, seuls Pim1 et 
surtout Pim2 sont plus exprimés dans les lymphomes et les cellules leucémiques, tandis que 
Pim3 semble davantage exprimé dans la prostate, le poumon et le placenta.  
 
Ces observations sur l’expression des ARNm de Pim sont également validées par l’étude de 
Garcia et al. qui compare directement les tissus sains et tumoraux de 17 organes majeurs chez 
l’Homme (Fig. 6). Bien que le niveau moyen d’expression des ARNm ne semble pas 
fortement différent entre les tissus sains et pathologiques, nous pouvons voir une spécificité 
significative d’expression dans les tissus hématologiques pour les trois membres, 
particulièrement marquée pour Pim2 (Garcia et al., 2014). 
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Fig. 6 : Expression des ARNm de Pim dans 17 tissus normaux et pathologiques (Garcia et al., 
2014). Le nombre d’échantillons pour chacun des tissus sains (en bleu) et tumoraux (en 
rouge) est précisé sous la figure. L’expression moyenne est représentée par la ligne centrale 
de chaque boite et le premier et troisième quartile correspondent aux extrémités. 
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I.2.2. Rôle physiologique 
Bien que les gènes Pim soient hautement conservés au cours de l’évolution des vertébrés, les 
fonctions directes et indirectes des protéines Pim chez les mammifères ne sont pas bien 
définies. Des expériences de Knock-Out ont été réalisées chez la souris. L’invalidation d’un 
seul ou de deux des trois membres des Pim kinases aboutit à des souris viables, fertiles et sans 
anomalies flagrantes. Cependant, les modèles murins déficients pour les trois membres Pim1, 
Pim2 et Pim3, sont également viables et fertiles et présentent un retard de croissance visible 
(Fig. 7) ainsi qu’une réduction de la taille corporelle (d’environ γ0%) dès la naissance et au 
cours de la vie post-natale (Mikkers et al., 2004). D’une manière intéressante, ces résultats 
sont assez similaires à ceux obtenus dans le cas de souris invalidées pour p70S6K, un relais 
important de mTOR (Pende et al., 2004; Shima et al., 1998). 
Ces observations soulignent l’intervention des kinases Pim au cours de la croissance 
embryonnaire et post-natale mais révèlent aussi une fonction potentiellement redondante entre 
les trois membres. 
 
 
Fig. 7 : Les souris déficientes pour Pim présentent un défaut de croissance (Mikkers et al., 
2004). (a) Comparaison d’une souris mâle Pim1−/− Pim2− Pim3+/− nouveau-né ou mature avec 
une souris Pim1−/− Pim2− Pim3−/− de la même portée. (b) Courbe de croissance de souris 
mâles Pim1+/− Pim2− Pim3+/−, Pim1−/− Pim2− Pim3+/−, Pim1+/− Pim2− Pim3−/−, et Pim1−/− 
Pim2− Pim3−/− d’une même portée. Le poids des souris Pim1+/− Pim2− Pim3+/− est similaire à 
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celui des souris de type sauvage. (c) Nombre de cellules dans la rate, la moelle osseuse et le 
thymus de souris âgées de 8 semaines pour le type sauvage (n=9) et les souris Pim1−/− Pim2− 
Pim3−/− (n=9). 
 
a) Influence sur la prolifération et le cycle cellulaire 
La diminution de la taille corporelle des souris invalidées pour les trois membres de la famille 
Pim est surtout liée à une diminution du nombre de cellules, même si la taille des cellules est 
légèrement réduite. Ce qui révèle le rôle des Pim dans la prolifération et le cycle cellulaire. De 
plus, l’invalidation des trois membres de la famille Pim a également révélé une altération de 
la prolifération des cellules hématopoïétiques en réponse aux facteurs de croissance in vitro et 
in vivo (Mikkers et al., 2004). En effet, Pim1 majoritairement, Pim3 modérément et Pim2 très 
faiblement, semblent intervenir dans la prolifération des cellules pré-B tardives médiée par 
l’interleukin-7 (IL-7). L’invalidation des Pim induit une légère diminution d’expression du 
récepteur à l’IL-7 sur les cellules B immatures mais selon Mikkers et al. il est peu probable 
que ce soit la seule raison de la diminution de prolifération en réponse à l’IL-7. D’autres 
résultats de Mikkers et al. ont montré que l’effet prolifératif de Pimβ semble en revanche plus 
visible dans les cellules T périphériques en réponse à l’activation du TCR et à l’IL-2. 
Une autre étude a également montré que lorsque Pim1 est invalidée, les cellules mastocytaires 
dérivées de la moelle osseuse montrent un défaut de croissance sous IL-3 mais pas sous IL-4 
ou IL-9, ce qui implique Pim1 comme un modulateur de la réponse à l’IL-3 (Domen et al., 
1993).  
Ces données illustrent l’importance de ces protéines dans le compartiment hématopoïétique et 
révèlent particulièrement le rôle de Pim1 dans la réponse proliférative des cellules 
hématopoïétiques en présence de facteurs de croissance comme l’IL-γ et l’IL-7. 
 
Ces premières analyses ont d’ailleurs été soutenues par des résultats plus récents sur les 
cellules souches hématopoïétiques (CSH) murines qui révèlent que l’invalidation de Pim1 
induit un défaut de repeuplement hématopoïétique à long-terme qui n’est pas observé dans les 
KO Pim2 et Pim3 (An et al., 2013a, 2013b). Cette même étude montre également que la 
surexpression de Pim1 améliore la capacité des CSH à reconstituer des souris irradiées à des 
doses létales ce qui renforce la notion que Pim1 joue un rôle dans la prolifération et la survie 
des CSH. Il est dommage que la reconstitution de ces souris irradiées par les deux autres 
membres de la famille Pim n’ait pas été testée. 
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Peu de choses sont véritablement connues sur le rôle des Pim dans l’hématopoïèse. Il a 
cependant été montré que Pim1 est important dans la régulation de l’expression de surface du 
récepteur aux chimiokines CXCR4 dans les CSH, par la phosphorylation du domaine 
carboxy-terminal (C-Ter) du récepteur et sans modification de son niveau protéique. Sachant 
que CXCR4 a une fonction importante dans la migration et le phénomène de « homing » de 
ces cellules, Pim1 agirait indirectement sur la mobilité des CSH et sur leur adhésion au 
microenvironnement (Grundler et al., 2009). 
 
Il a également été montré que Pim1 pourrait intervenir au cours de la mitose. La redistribution 
dynamique de Pim1 durant le cycle cellulaire se fait vraisemblablement du noyau vers le 
cytoplasme durant l’interphase, alors qu’au cours de la mitose Pim1 est observé aux pôles des 
fuseaux mitotiques. Une étude a effectivement montré par microscopie confocale et par co-
immunoprécipitation, l’interaction de Pim1 avec la protéine NuMA (Nuclear Mitotic 
Apparatus) dans des cellules HeLa bloquées en mitose par le Nocodazole (Bhattacharya et al., 
2002). Cette interaction permettrait la formation du complexe NuMA, HP1 
(Heterochromatin-associated Protein 1ȕ), Dynéine et Dynactine, nécessaire au bon 
déroulement de la mitose (Fig. 8). 
 
L’intervention de la famille Pim semble cependant s’étendre sur différentes phases du cycle 
cellulaire. Ce processus qui permet la prolifération d’une cellule mère en deux cellules filles 
se distingue en plusieurs phases ordonnées : la phase Gap1 (G1), la phase de réplication de 
l’ADN (S), la phase Gapβ (Gβ) et la mitose (M). Sachant qu’une phase particulière Gap0 (G0) 
correspond aux cellules en dormances dites quiescentes. La succession de ces différentes 
phases se fait par l’intervention de cyclines exprimées de façon cyclique au cours de phase 
spécifique du cycle cellulaire et permettant la mise en place de points de contrôle, ou 
checkpoints, par la régulation de l’activité de kinases dépendantes de ces cyclines (CDK). 
Les kinases Pim semblent agir lors de la transition G1/S par le biais de la phosphorylation 
inhibitrice de p27Kip1 et p21Cip1/WAF1 qui sont toutes les deux des protéines inhibitrices de CDK 
induisant l’arrêt du cycle cellulaire, mais aussi par la phosphorylation de la phosphatase 
Cdc25A activant ainsi la progression du cycle en phase S. La transition G2/M est également 
favorisée par la phosphorylation de la phosphatase Cdcβ5C et par l’inactivation de son 
inhibiteur C-TAK1 par Pim1 (Bachmann et al., 2004; Morishita et al., 2008). 
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Fig. 8 : Contribution de Pim1 dans la maintenance du complexe NuMA, dynéine/dynactine et 
la protéine péricentrique HP1β (Bhattacharya et al., 2002). Ce modèle montre la protéine 
NuMA (en bleu) fixée au complexe de la Dynéine (en bleu clair) et la Dynactine (en jaune) 
qui facilite la fixation et l’alignement des fuseaux mitotiques (pointillés noirs issus du 
centrosome) en début de métaphase (représenté par la dissociation de la membrane 
nucléaire). Les travaux de Bhattacharya et al. ont montré qu’à ce stade Pim1 (en rouge) 
interagit avec HP1 (en vert) et NuMA (en bleu) pour lier les chromosomes (en gris) avec les 
fuseaux. Les flèches rouges indiquent le sens de déplacement des chromosomes condensés 
avec le complexe. 
 
De même, Pim1 et Pim2 sont capables de réguler directement la phosphorylation de la S280 
de Chk1, or la cascade de phosphorylation ATR/Chk1 en réponse aux dommages à l’ADN est 
un régulateur clé dans la progression du cycle cellulaire. L’activation catalytique de Chk1 se 
fait majoritairement par la phosphorylation des S345 et S317 par ATR, ce qui induit la 
phosphorylation et la dégradation de Cdc25A et maintient les complexes cyclines/CDK dans 
un état inactif, aboutissant à l’arrêt du cycle lors de la transition G1/S et en phase Gβ. 
L’influence de la Sβ80 de Chk1 n’est pas encore bien établie mais des études montrent que la 
monoubiquitination de Chk1 induite par la phosphorylation de ce résidu aboutit à une 
rétention cytoplasmique de Chk1, empêchant ainsi sa fonction de point de contrôle dans le 
noyau. La S280 semblerait également jouer un rôle dans la détermination des substrats de 
Chk1 (Puc et al., 2005; Yuan et al., 2014). 
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L’association, que j’ai déjà évoquée plus haut, de Pim1 avec Numa lors de la mitose favorise 
la notion que les protéines Pim peuvent jouer un rôle dans la progression du cycle cellulaire, 
une fonction souvent associée à une transformation maligne des cellules. 
 
b) Influence sur la survie cellulaire 
Pim-β est connu pour son rôle dans l’inhibition de l’apoptose. En effet, la surexpression de 
cette kinase dans des cellules murines dépendantes de facteurs de croissance leur permet de 
survivre plusieurs jours sans proliférer en absence de ces facteurs (Fox, 2003). L’addition des 
facteurs de croissance leur permet de rentrer à nouveau en cycle, même après plusieurs jours 
de déprivation. Cet effet anti-apoptotique coïncide avec l’inhibition par phosphorylation de la 
protéine pro-apoptotique Bad par Pim2 mais également par Pim1, restaurant ainsi la fonction 
anti-apoptotique de Bcl-xL dans la survie cellulaire. 
Apoptosis inhibitor 5 (API5) est, comme son nom l’indique, un facteur anti-apoptotique. 
Paradoxalement avec leur fonction opposée, Bad et API5 conservent un fragment de séquence 
en commun. Or cette séquence correspond justement au site de phosphorylation reconnu par 
Pim2 et il a été montré que dans les tissus ainsi que les cellules d’hépatocarcinome, le niveau 
d’API5 phosphorylé était parallèle au niveau de Pimβ. La phosphorylation d’API5 étant 
inversement corrélée avec le taux d’apoptose, Pimβ inhiberait l’apoptose par l’activation 
d’API5 (Ren et al., 2010). 
De plus, il a été montré que les niveaux endogènes de Pim2 confèrent une résistance à un 
inhibiteur de mTOR, la rapamycine, pour la survie des cellules T (Fox, 2005).  
 
Néanmoins, le rôle des Pim peut être plus subtil et complexe qu’il n’y parait car certaines 
données ont montré des fonctions différentes dans diverses lignées cellulaires. En effet, une 
étude a révélé que la surexpression de Pim2 dans des cellules HeLa conduit après 48H à un 
arrêt du cycle en G1 et à l’apoptose de ces cellules. Ces résultats suggèrent une action pro-
apoptotique de Pimβ dans les cellules HeLa et présentent selon l’auteur un rôle double (pro- et 
anti-apoptotique) de Pim2 sous certaines conditions (Levy et al., 2012). 
 
c) effets sur le métabolisme 
Une autre fonction importante correspond à la régulation du métabolisme. Pim2 semble 
effectivement diminuer la respiration mitochondriale et favoriser la glycolyse dans les cellules 
HEK293T et HepG2 par la phosphorylation de PKM2, connu comme un régulateur clé de 
l’effet Warburg dans les cellules cancéreuses. La phosphorylation de PKMβ par Pimβ semble 
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aussi stimuler les fonctions de co-facteur transcriptionnel de PKM2 sur la transcription de 
HIF-1 (Yu et al., 2013), sachant que HIF-1 semble exercer un rétrocontrôle positif sur la 
régulation de Pim2 (Yu et al., 2014). Pim2 semble donc pouvoir réguler le métabolisme du 
glucose et le maintien de la survie des cellules en réponse à l’hypoxie, aboutissant 
généralement à la croissance des cellules malignes. D’autres études ont également montré une 
régulation négative de l’AMPK par les Pim. Des fibroblastes embryonnaires de souris (MEF) 
ayant subi une triple inactivation pour Pim1, 2 et 3 montrent en effet une forte augmentation 
de la phosphorylation de la T17β de l’AMPK comparés aux MEF contrôle. La réexpression 
distincte de chaque membre de la famille Pim a confirmé une diminution de la 
phosphorylation de l’AMPK, toutefois beaucoup plus importante pour Pimγ. Cette 
réexpression de Pim3 dans les MEF triplement inactivées serait corrélée avec la surexpression 
de PGC-1α (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1α), une enzyme 
capable de réguler la glycolyse et la biogenèse mitochondriale, tout d’abord diminuée par 
l’inactivation des trois Pim. L’expression de Pimγ conduirait donc indirectement par PGC-1α 
à une augmentation du niveau d’ATP, diminuant ainsi l’activation d’AMPK (Beharry et al., 
2011). 
Toujours concernant l’intervention de Pimγ au niveau métabolique, une étude a montré que 
son invalidation chez la souris conduisait à une augmentation de la tolérance au glucose. Pim3 
y est ainsi présenté comme un nouveau gène de réponse au glucose dans les cellules  du 
pancréas, qui régule négativement la sécrétion d’insuline par l’inhibition d’activation 
d’Erk1/β à travers la surexpression de SOCS6 (Vlacich et al., 2010). 
 
Malgré un potentiel effet compensatoire d’un membre de la famille Pim sur les autres, 
l’ensemble des données associées aux rôles physiologiques de ces kinases révèle des 
spécificités biologiques pour chacun des membres. Leur invalidation n’est pas létale, 
cependant nous pouvons nous rendre compte de l’importance des Pim sur plusieurs fonctions 
physiologiques. Leurs interventions pro-prolifératives, antiapoptotiques, ainsi que leurs effets 
sur le métabolisme en font des régulateurs clé de la cellule. Les kinases Pim étant 
constitutivement actives, leur niveau d’expression et la régulation de ce niveau d’expression 
semblent donc cruciaux pour contrôler leur activité. 
 
I.2.3. Mécanisme de régulation 
Les gènes Pim sont considérés de façon générale comme des gènes de réponses précoces, 
c’est-à-dire exprimés de façon rapide et transitoire, par l’activation de leur transcription par 
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les voies de signalisation en aval de facteurs de croissance, tels que les voie Jak/STAT (Miura 
et al., 1994) et NF-B (Zhu et al., 2002). Même si ces données sont généralisées à l’ensemble 
de la famille, les observations réalisées ne concernent bien souvent que Pim1. Mais Pim1 et 
Pim2 ont pourtant été décrits comme transcriptionnellement régulés par l’IL-β et l’IL-3, deux 
cytokines qui activent STAT5 dans les cellules hématopoïétiques murines (Dautry et al., 
1988; Fox, 2003). 
Cependant, quelques nuances dans la transcription de chacun des membres ont aussi été 
observées. Par exemple dans l’hippocampe de rat, une étude a montré que les niveaux 
d’ARNm de Pim1, Pimβ et Pimγ sont régulés différemment par l’activité neuronale. 
L’hybridation in situ des ARNm de Pimβ et Pimγ a révélé un niveau basal d’expression plus 
élevé que celui de Pim1 dans la région de l’hippocampe et particulièrement du gyrus denté. 
Pourtant seules la transcription et la traduction de Pim1 et Pim3 sont augmentées sous un 
stimulus synaptique induit par la prise d’acide kainique (KA), correspondant à un analogue du 
glutamate utilisé en neurologie, ou le pentylenetetrazole (PTZ) utilisé comme convulsivant du 
système nerveux central (stimulant épileptique), tandis que Pim2 reste insensible à ce 
traitement (Konietzko et al., 1999). Néanmoins, aucune analyse sérieuse du promoteur de 
Pimβ n’a été publiée. 
En revanche, le promoteur de Pim1, dont la séquence de 1,7 kilobases a été étudiée en détail, 
est mieux défini. La séquence des nucléotides -1 à -873 de Pim1 correspond à une région 
riche en guanine (G) et cytosine (C) d’environ 71%, mais ne présentant pas d’éléments TATA 
box ou CAAT box rappelant les gènes de ménage qui s’expriment constitutivement à de 
faibles niveaux. Deux régions fonctionnelles majeures ont cependant été identifiées comme 
des sites de régulation de la transcription, un élément proximal (PE) correspondant aux 
nucléotides -104 à -1 et un élément distal (DE) correspondant aux nucléotides -427 à -336. 
D’autres séquences représentant des sites de fixations potentiels des facteurs de transcription 
Stat ont été identifiées dans la région -1435 à -491 du promoteur. Il s’agit d’une séquence -
interferon activation sequence (GAS) et de quatre séquences GAS-like (GL) chacune 
permettant la fixation des facteurs Stat. Au contraire une séquence de fixation au facteur 
nucléaire NF-1, située entre l’élément proximal et distal du promoteur de Pim1, semble 
réprimer son expression (Borg et al., 1999; Meeker et al., 1990). 
Les résultats de Borg et al. ont d’ailleurs illustré cette régulation par la stimulation du 
récepteur à la prolactine (PRLR) induisant l’activation transcriptionnelle de Pim1 dans les 
cellules de lymphome de rat Nb2-11 (Fig. 9).  
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Fig. 9 : Mécanisme potentiel d’induction de la transcription de Pim1 par la prolactine. 
L’homodimérisation des récepteurs à la prolactine induite par leur ligand aboutit à 
l’activation des voies de signalisation Jak/Stat et Ras/MAPK. Les facteurs de transcription 
STAT se fixent sur les motifs GAS et GAS-like afin d’initier la transcription, tandis 
qu’indépendamment de ces derniers les MAPK activées transloquent au noyau et 
phosphorylent les facteurs de transcription (TF*) qui se fixent aux éléments distaux (DE) et 
proximaux (PE) du promoteur de Pim1. Le facteur nucléaire NF-1 est ensuite libéré de la 
région 5’ de Pim1 pour permettre l’initiation de la transcription (Borg et al., 1999). 
 
Néanmoins, d’autres mécanismes de régulation par les facteurs de transcription à homeobox, 
HOXA9 et son partenaire de fixation à l’ADN PBX, ont été identifiés puisque le gène humain 
Pim1 révèle également deux sites de fixation pour le couple HOXA9/PBX à environ 3600 
paires de bases en amont du site de début de transcription de Pim1. De plus, plusieurs sites de 
fixation potentiels de HOXA9 seul (TTAT) ont aussi été identifiés sachant que HOXA9 
semble se fixer à la région distale (DE) de Pim1 et augmenter sa transcription dans les cellules 
hématopoïétique par la surexpression de HOXA9 (Hu et al., 2007). 
De même, CHES1 (ou FOXN3) est un facteur de transcription capable de se fixer directement 
sur le promoteur de Pim2. Dans les lignées de cellules H1299 (cancer du poumon) et U2OS 
(ostéosarcome), la surexpression de CHES1 diminue le niveau de Pim2. CHES1 présente 
ainsi un effet antiprolifératif en réprimant l’expression de Pimβ et la biosynthèse protéique, 
inversement la surexpression de Pim2 (non régulable par CHES1) réverse partiellement les 
effets de l’activation d’une protéine chimérique CHES1-ER (Estrogen Receptor). La 
surexpression de eIF4E réverse également l’effet de CHES1-ER, ce qui suggère que Pim2 
agirait via le contrôle de l’initiation de la traduction (Huot et al., 2014). 
L’hypoxie serait également une condition favorisant l’expression de l’ARNm et des protéines 
de Pim2. En effet, Pim2 présente plusieurs sites HREs (Hypoxia Responsive Elements) dans 
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sa région promotrice en +355/+635 pour HIF1- et seulement en +355 pour HIF2-. Il a ainsi 
été montré que HIF1- principalement, mais également HIF2-, induisent l’expression de 
Pimβ dans des cellules d’hépatocarcinome HepGβ sous hypoxie. En retour Pimβ serait 
capable de s’associer au domaine de transactivation de HIF1- sans le phosphoryler, qui en 
agissant comme un co-facteur, permettrait ainsi un rétrocontrôle positif de Pim2. Le 
mécanisme d’autorégulation de Pimβ par les facteurs de transcription HIF se ferait donc 
indépendamment de son activité kinase (Yu et al., 2014). 
 
Les kinases Pim pourraient aussi être régulées au niveau traductionnel. Il semblerait que dans 
des cellules lymphocytaires Hut-78 dont la transcription de Pim1 a été stimulée par ajout de 
PMA/Ionomycine, la région 5’-UTR de l’ARNm de Pim1 inhibe son niveau de traduction 
basal alors que l’augmentation d’expression de la protéine eIF4E pourrait empêcher cet effet 
inhibiteur et restaurer son expression (Hoover et al., 1997), ce qui suggère une régulation cap-
dépendante de Pim pouvant impliquer les protéines 4E-BP1 et mTOR. 
Cependant, leur niveau d’expression peut également être régulé par la stabilité de la protéine. 
Il a été montré que la demi-vie de la protéine Pim1 est estimée entre 10 minutes et 1 heures 
selon les isoformes dans les cellules primaires (Saris et al., 1991) alors qu’elle serait d’au 
moins 100 minutes dans les cellules tumorales. Il a été montré dans les cellules de leucémie 
myéloïde chronique K56β que Pim1 est ciblée pour la dégradation par l’ubiquitine et que sous 
ces conditions la protéine chaperonne Heat shock protein 70 (Hsp70) lui est associée. De 
façon intéressante, il a également été rapporté que l’utilisation de la Geldanamycin (un 
inhibiteur des Heat shock protein 90) induirait une forte diminution du taux de la protéine 
Pim1, mettant ainsi en évidence un effet protecteur de Hsp90 sur la dégradation de Pim1 par 
le protéasome (Mizuno et al., 2001; Shay et al., 2005). 
 
Bien que le système de régulation des protéines kinases Pim ne soit pas très clair, différentes 
hypothèses ont été évoquées dans la littérature. Parmi elles, une première étude préliminaire 
révélant l’intervention in vivo et in vitro de la Protéine Phosphatase 2A (PP2A) sur Pim1 et 
Pim3 avait été réalisée (Losman, 2002). En effet, la PPβA s’associe à Pim1 et Pimγ in vivo et 
déphosphoryle Pim3 in vitro, de plus la surexpression de PP2A dans des cellules HEK293 
transfectées diminue l’expression de Pim1 et Pimγ et au contraire l’inhibition de PPβA par 
l’acide okadaïque stabilise la protéine Pim1 dans des cellules primaires de souris. Mais de 
façon surprenante aucune implication de PPβA dans la régulation de Pimβ n’a été rapportée. 
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Quelques années plus tard un modèle plus complet, établi dans des lignées HEK293T et des 
cellules BaF3, révèle une diminution du niveau protéique du Pim2 transfecté en présence de 
PP2A. Ce modèle principalement réalisé sur Pim1 propose que la forme phosphorylée de 
Pim1 se fixe à Pin1 (peptidylprolyl cis/trans isomerase, NIMA-interacting 1) favorisant ainsi 
l’association de Pim1 à la PPβA par la sous-unité B56(Ma et al., 2007)La 
déphosphorylation de Pim1 conduirait à son ubiquitination et par conséquent à sa dégradation.  
 
Une autre étude a révélé que Pim1 serait la cible de miRNA. En effet, le miR-33A a été 
présenté comme un suppresseur de tumeur par l’inhibition de Pim1 dans les cellules de LMC 
K562 et les cellules du carcinome du colon LS174T. Cette observation serait liée à la 
présence d’un site de fixation pour plusieurs miRNA (miR-124/506, miR-26a/b, miR-15a/-16-
1, miR-24, miR-33a et miR-144) dans la région γ’ non traduite de l’ARNm de Pim1 (Thomas 
et al., 2011). D’autres études ont également montré une diminution significative du niveau 
d’ARNm et de protéine Pim1 endogène dans des cellules de cancer du poumon A549 
exprimant miR-1 (Nasser et al., 2008). De même, une analyse prédictive des cibles de miR-
β10, connu pour être induit sous hypoxie, a été réalisée par l’étude in silico de 4 programmes 
informatiques (TargetScan, PicTar, miRanda, et PITA) croisée avec 2 expériences de miRNP-
IP (micro-ribonucleoprotein immunoprecipitation) en conditions hypoxiques. Ces expériences 
de miRNP-IP ont été effectuées à l’aide du complexe Argonaute/miRNA. Pim1 a été retrouvé 
parmi 50 potentiels gènes cibles, néanmoins il ne semble pas être ciblé directement par miR-
210 car sa répression reste très faible (environ 15%). Les auteurs soulignent cependant que 
d’autres miRNA peuvent être induits sous hypoxie et immunoprécipités avec Argonaute. 
Pim1 serait donc la cible de miRNA induits sous hypoxie autres que miR-210 (Huang et al., 
2009). 
 
La régulation de ces kinases pourrait également s’effectuer par un niveau d’expression 
différentielle au cours des phases du cycle cellulaire. En effet, la protéine Pim1 semble 
surexprimée au cours de la phase G1 tout en restant à un niveau élevé durant la transition 
G1/S mais décline en phase S. Puis son niveau d’expression augmente à nouveau en phase 
G2, du moins dans une lignée de cellules leucémiques myéloïdes chroniques BV-173 (Liang 
et al., 1996). Le niveau d’expression des protéines kinases Pim pourrait donc être spécifique 
des phases de croissance exponentielles d’une population cellulaire. Ce qui renforce la notion 
du potentiel oncogénique de membres de la famille Pim qui sera envisagé un peu plus loin. 
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Pour résumer ces données de la littérature, l’expression de Pimβ serait régulée en réponse à 
différents facteurs de croissance par l’activité transcriptionnelle de STAT5 ou en réponse à 
des conditions d’hypoxie par les facteurs de transcription HIF, sachant que la transcription de 
Pim2 peut au contraire être inhibée par la fixation de CHES1 sur son promoteur. La 
transcription de Pim2 pourrait également être régulée par NF-kB, cependant la relation entre 
les Pim et NF-kB reste controversée dans la littérature puisque certains résultats placent NF-
kB en aval des Pim (Hammerman et al., 2004; Nihira et al., 2010; Ren et al., 2010) et d’autres 
le contraire (Zhu et al., 2002). Concernant sa régulation protéique, Pim2 présente une courte 
demi-vie pour laquelle aucun mécanisme de dégradation et de régulation, comme 
l’intervention de phosphatase ou de protéines chaperonnes, n’ont été clairement définis. 
 
I.3. Pim2 et ses substrats 
Différentes analyses cristallographiques des kinases Pim ont permis d’identifier leurs 
structures uniques mais ne fournissent pas beaucoup d’informations quant à la façon dont 
elles reconnaissent leurs substrats même si le mode de fixation semble conservé entre Pim1 et 
Pim2. Cependant, le « screening » d’un certain nombre de peptides indique que les trois 
kinases Pim partagent un motif consensus de phosphorylation commun (Bullock, 2005).  
Cette spécificité est caractérisée par une forte préférence de résidus basiques, en particulier 
l’arginine, en position -5 et -3 et bien que la famille Pim appartienne au groupe des CAMK, 
cette reconnaissance des substrats correspond aussi à celle d’Akt/PKB ainsi que d’autres 
kinases du groupe AGC. Néanmoins, d’autres préférences secondaires des kinases Pim ont été 
identifiées comme la présence d’une histidine en position -2, une proline en position -1 ainsi 
qu’un petit résidu comme la glycine en position +1 (Bullock, 2005). Même si la spécificité de 
Pimβ n’est pas limitée à la présence de ces résidus préférentiels, ce motif favori a permis de 
générer un peptide substrat consensus de Pim. Ce « Pimtide » (ARKRRRHPSGPPTA) est 
phosphorylé sur sa sérine par Pim2 avec une grande efficacité (Fig. 10) puisque sa constante 
de Michaelis (KM), représentant l’affinité de l’enzyme pour son substrat, est de 1,βµM sachant 
que l’affinité globale des CAMK est un peu plus faible puisque la valeur optimisée du KM de 
ce groupe varie entre 5 et 10µM. L’activité catalytique (kcat), représentant le nombre de moles 
de produit formé par moles d’enzyme en fonction du temps, est également très efficace 
puisqu’elle est de 77 min–1 (Hutti et al., 2004; Ross et al., 2002). Il est intéressant de noter que 
ce peptide est un très mauvais substrat pour Akt et réciproquement qu’un peptide substrat 
optimisé pour Akt est un assez médiocre substrat de Pim2. 
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Fig. 10 : Spécificité de phosphorylation de Pim2. Les phosphorylations individuelles de 
peptides substrats par Pim2 (pourcentage du taux de phosphorylation du « Pimtide ») et Akt 
(pourcentage du taux de phosphorylation du « Aktide ») sont montrées (Hutti et al., 2004). 
 
De façon intuitive les kinases Pim présentent des activités communes, par exemple 
l’inactivation par phosphorylation de Bad sur la S75 chez l’homme (S11β chez la souris) ou 
de p27Kip1 sur la T157 et T198. De même, Pim2 tout comme Pim1 est capable de 
phosphoryler l’inhibiteur du cycle cellulaire p21Cip1/WAF1 (p21) sur la T145 (Wang et al., 
2010). 
Toutefois, les membres de la famille Pim présentent aussi des actions spécifiques. Par 
exemple Pim-1, mais pas Pim-2, peut phosphoryler le domaine intracellulaire de CXCR4 sur 
la S339 et ainsi augmenter son expression à la surface des cellules (Grundler et al., 2009). 
Cependant, chaque résidu de Pim1 qui entre en contact avec le motif de phosphorylation du 
substrat est strictement identique pour Pim2 et Pim3 (Bullock, 2005), expliquant la similarité 
du motif de phosphorylation optimal pour les trois membres de cette famille. Ce qui suggère 
que les seules différences de substrats entre ces trois kinases pourraient être liées à des 
interactions en-dehors du site actif (région N-terminale et C-terminale) soit directement avec 
la protéine, soit indirectement par l’intervention de partenaires, ou encore selon un contexte 
spatial (localisation cellulaire) ou temporel (phase du cycle cellulaire). L’identification 
récente de la Pyruvate Kinase M2 (PKM2) comme substrat direct de Pim2, par la 
phosphorylation de la T454, illustre bien cette théorie puisque son interaction est observée 
pour Pim2 et Pim3 mais pas pour Pim1 (Yu et al., 2013). Il se pourrait également que ces 
interactions protéiques soient différentes entre les isoformes des membres Pim1 et Pim2 dont 
les plus grandes présentent un prolongement de leurs séquences liées aux différents sites 
d’initiation de la traduction d’un même ARNm. 
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Seuls quelques autres substrats de Pim-2 ont été clairement identifiés : les protéines pro-et 
anti-apoptotiques Bad et API5, l’inhibiteur de Cyclin-Dependent-Kinase, P27kip1, et la 
protéine du complexe d’initiation de la traduction eIF4B (Morishita et al., 2008; Peng et al., 
2006). Une analyse protéomique globale, mettant en évidence l’activation différentielle des 
kinases Pim et Akt par la rétention ou non de Flt3-ITD au niveau du réticulum 
endoplasmique, a permis d’identifier plusieurs substrats potentiellement spécifiques des 
kinases Pim sans toutefois pouvoir les attribuer à Pim-1 et/ou Pim-2 (Choudhary et al., 2009). 
Certains substrats sont effectivement une cible commune des différents membres de la famille 
Pim mais sur des sites de phosphorylation différents. En effet, Pim2 phosphoryle plus 
efficacement la S329 de c-Myc alors que Pim1 phosphoryle préférentiellement la S62, tout en 
provoquant de manière indirecte une diminution de phosphorylation de la T58, aboutissant de 
façon synergique à une augmentation de la stabilité et de l’activité transcriptionnelle de c-Myc 
(Zhang et al., 2008). 
Il semblerait également que les kinases Pim soient capables de s’autophosphoryler (Hoover et 
al., 1991; Wang et al., 2001a). Du moins en ce qui concerne Pim1 où sa phosphorylation in 
vitro a été observée sur la sérine 8 de sa partie N-Terminale (Bullock, 2005) et Pim3 où son 
autophosphorylation a été mise en évidence sans identifier le résidu concerné (Losman, 2002). 
Leur activité étant constitutive, l’impact de cette phosphorylation n’est pas clair mais elle 
pourrait intervenir au niveau de la stabilité protéique comme mentionné dans la partie I.2.3, 
ainsi que dans l’interaction avec d’autres protéines ou encore affecter la localisation 
intracellulaire. 
Les substrats de la famille Pim sont encore très peu connus surtout en ce qui concerne les 
membres Pim2 et Pim3. La généralisation des résultats obtenus pour un membre (en majorité 
Pim1) à toute la famille Pim complique encore davantage cette méconnaissance. Dans le 
tableau ci-dessous (Table 1) j’ai tenté de recenser l’ensemble des substrats actuellement 
identifiés pour chacun des trois membres de la famille Pim. 
 
 
   Pim1 Pim2 Pim3 Références 
ABCB1 S683 (IP) ? ? (Xie et al., 2010) 
ABCG2 T362 (IP) ? ? (Xie et al., 2008) 
Androgen 
receptor 
S213 et T850 (IP) ? ? (Linn et al., 2012) 
API5 ? Site phospho 
non-défini 
? (Peng et al., 2006; Ren 
et al., 2010) 
Ask1 S83 (IP) ? ? (Gu et al., 2009) 
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Bad* S112, S136 et S155 
(IP) 
S112 S112, S136, 
S155 et 
S170 
 
(Aho et al., 2004; 
Macdonald et al., 
2006; Yan, 2003) 
CDC25a Site phospho non-
défini (IP) 
? ? (Mochizuki et al., 
1999) 
CDC25c Site phospho non-
défini (IP) 
? ? (Bachmann et al., 
2006) 
Chk1 S280 S280 ? (Yuan et al., 2014)  
c-Myc S62/S329 (IP) S329/S62 
(IP) 
? (Zhang et al., 2008) 
c-TAK1 Site phospho non-
défini (IP) 
? ? (Bachmann et al., 
2004) 
CXCR4 S339 X ? (Grundler et al., 2009) 
eIF4B S406 S406 ? (Peng et al., 2006) 
Flt3 S935 (IP) ? ? (Natarajan et al., 2013) 
FOXO1a T24, S256 et S319 ? ? (Morishita et al., 2008) 
FOXO3a T32 et S253 (IP) ? ? (Morishita et al., 2008) 
HP1 Site phospho non-
défini (IP) 
? ? (Koike et al., 2000) 
LANA 
KSHV 
S205/206 (IP) ? ? (Bajaj et al., 2006) 
NFATc Site phospho non-
défini (IP) 
? ? (Rainio et al., 2002) 
Numa Site phospho non-
défini (IP) 
? ? (Bhattacharya et al., 
2002) 
p100 Site phospho non-
défini (IP) 
? ? (Leverson et al., 1998) 
p21Cip1/WAF1 T145 T145 ? (Wang et al., 2010) 
p27Kip1 T157 et T198 (IP) T157 et T198 
(IP) 
T157 et 
T198 (IP) 
(Morishita et al., 2008) 
PAP-1 Potentiellement 
S204 et S206 (IP) 
? ? (Maita et al., 2000) 
Pim1 S8 ? ? (Bullock, 2005; Saris 
et al., 1991)  
Pim3 ? ? Site phospho 
non-défini 
(Losman, 2002) 
PKM2 X T454 (IP) T454 (IP) (Yu et al., 2013) 
PRAS40 T246 ? ? (Zhang et al., 2009) 
PTP-U2S Potentiellement 
T914 (IP) 
? ? (Wang et al., 2001b) 
RUNX1/3 Site phospho non-
défini (IP) 
? ? (Aho et al., 2006; Kim 
et al., 2008)  
SOCS1 Site phospho non-
défini (IP) 
Site phospho 
non-défini 
(IP) 
Site phospho 
non-défini 
(IP) 
(Chen et al., 2002) 
TSC2 ? S1798 ? (Lu et al., 2013) 
Table 1: Recensement synthétique des substrats de Pim selon la littérature : L’annotation 
(IP) correspond aux substrats validés également en co-immunoprécipitation avec Pim. Le (X) 
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signifie qu’il n’y a pas de phosphorylation observée dans les conditions expérimentales, 
tandis que le point d’interrogation (?) signale qu’aucune donnée n’a été publiée. *Les S112, 
136, 155 et 170 de Bad chez la souris correspondent respectivement aux S75, 99, 118 et 133 
chez l’homme. 
 
I.4. Rôle oncogénique 
Comme présenté précédemment, les protéines kinases membres de la famille Pim sont 
reconnues comme oncogéniques. La surexpression de ces protéines est observée dans de 
nombreux types de cancers « solides » ou des leucémies (Table 2). 
 
Table 2 : Pathologies humaines associées à une augmentation d’expression des kinases 
Pim (Nawijn et al., 2010). 
 
ABC, activated B cell; B-CLL, B cell chronic lymphocytic leukemia; DLBCL, diffuse large B 
cell lymphoma; ND, not determined; PCA, prostate cancer; PSA, prostate-specific antigen. 
(*) En accord avec la classification de 2008. (‡) Bien que Myc soit surexprimé dans les 
lymphomes de Burkitt, les DLBCL et les lymphomes à larges cellules B primaires 
médiastinales, son expression est plus élevée dans les lymphomes de Burkitt. PIM1, en 
revanche a une plus faible expression dans les lymphomes de Burkitt et les centres germinaux 
DLBCL, une expression intermédiaire dans les lymphomes à large cellules B primaires 
médiastinales et plus élevée dans les ABC et DLBCL. (§) L’expression de PIM1 dans les 
glandes gastriques mais pas dans les lésions tumorales était corrélée avec des métastases des 
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ganglions lymphatiques. (||) Pim3 est réduit dans les lésions primaires comparé aux lésions 
adénomateuses et aux sites métastatiques. 
 
L’insertion provirale du Mo-MuLV (Moloney Murine Leukemia Virus) est connue pour 
induire des lymphomes dans une variété de modèles murins. Cette lymphomagenèse est 
induite par l’activation de certains gènes qui servent de cibles pour l’insertion du virus. Le 
gène Pim1 a ainsi été identifié comme un site préférentiel d’insertion du Mo-MuLV associé 
au développement de lymphomes à cellules T. Dans 50% des lymphomes à cellules T obtenus 
par l’insertion du Mo-MuLV, l’intégration se faisait au niveau de Pim1 sachant que dans 
l’autre moitié, une grande proportion concernait une région proche de c-Myc (Cuypers et al., 
1984). La mise en évidence de l’activité oncogénique des kinases Pim a été réalisée quelques 
années plus tard en utilisant des souris transgéniques de Pim1 sous une séquence Eµ 
(upstream immunoglobulin enhancer). 5 à 10% de ces souris développent spontanément un 
lymphome à cellules T clonales avant l’âge de 7 mois. De plus, l’infection néonatale de ces 
souris transgéniques par le Murine Leukemia Virus (MuLV) provoque un développement 
rapide de lymphome en 7 semaines contre 22 pour les souris non-transgéniques (van Lohuizen 
et al., 1989). 
De même, il a été montré que la croissance tumorale est accélérée dans les souris Eμ-Pim1 
portant deux copies de ce transgène. Selon des observations (non publiées) de Anton Berns et 
al., les lignées de souris transgéniques pour Pim1 ayant une séquence Kozak optimisée afin de 
promouvoir la traduction de Pim1, ne peuvent être maintenues car les souris succombent au 
développement de lymphomes avant même de pouvoir se reproduire (Nawijn et al., 2010). 
Il a également été rapporté que dans 95% des lymphomes obtenus par une infection MuLV 
dans des souris transgéniques Eµ-Pim1, une surexpression de c-Myc ou de N-Myc était 
observée comme le résultat d’une mutagenèse insertionnelle sur Myc. L’utilisation de souris 
double transgénique Eµ-Myc et Eµ-Pim1 a permis de mettre en évidence le développement in 
utero d’une leucémie de précurseurs de cellules B. La forte létalité périnatale des souris 
exprimant un niveau élevé de Myc et de Pim1 a révélé l’action synergique la plus forte de 
deux oncogènes connue à ce jour (Verbeek et al., 1991). 
La surexpression des Pim est également observée dans les myélomes multiples. En effet, le 
niveau de Pim est très élevé dans ce type de cellules et l’expression de Pim2, plus 
particulièrement, semble requise pour maintenir leur prolifération en parallèle de la 
signalisation Akt (Lu et al., 2013). La fonction anti-apoptotique de Pim2 a également été 
corrélée avec le développement de myélomes, puisque l’inhibition de Pimβ favorise 
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l’apoptose de ces cellules (Asano et al., 2011; Jöhrer et al., 2011) . De même, l’expression 
majoritairement élevée de Pim1 a été mise en évidence dans 100% des cas d’adénocarcinome 
prostatique contre 5β% des tumeurs bénignes qui révèlent un niveau d’expression plus faible 
(Cibull, 2006). De plus, dans des cellules humaines du cancer de la prostate PC3, il a été 
montré que les Pim potentialiseraient indirectement l’activité oncogénique de c-Myc par 
l’inhibition de sa phosphatase PPβA puisque Pim1, ou Pimβ, interagirait avec la sous-unité 
catalytique de la phosphatase PP2A, empêchant ainsi son association avec sa sous-unité 
régulatrice et conduisant à une diminution de son activité (Chen, 2005). En ce sens, 
l’expression du gène MIG6 qui code pour un régulateur négatif de la signalisation à l’EGFR, 
est inhibée par Pim1 mais pas par Pim2 ni Pim3 dans le cancer de la prostate, même si ces 
cellules expriment tous les membres de la famille Pim (Siu et al., 2011). Pourtant de façon 
surprenante, les patients atteints d’un cancer de la prostate avec une faible expression de Pim 
présentent un mauvais pronostic de survie après une prostatectomie, car le risque de rechute 
par « PSA failure » (augmentation du taux sanguin du Prostate Specific Antigen) est plus 
élevé (Dhanasekaran et al., 2001). C’est également le cas dans le cancer du pancréas où 
l’expression de Pim1 a été établie comme de bon pronostic (Reiser-Erkan et al., 2008). 
La surexpression des Pim pourrait ainsi intervenir comme valeur pronostique dans l’évolution 
du cancer mais de manière favorable ou défavorable en fonction du type de cancer.  
Cette notion et les différentes données concernant le rôle oncogénique de la famille Pim, 
renforcent l’aspect général de l’intervention de ces kinases comme un élément transformant 
dans l’apparition de cancer et non comme un élément initiateur. Ce qui suggère fortement son 
importance sous certaines conditions de stress où de dérégulation de la signalisation par 
d’autres oncogènes, tel que c-Myc par exemple. Ces informations soulèvent la question d’une 
action environnement/type cellulaire dépendante, c’est pourquoi la suite de mon rapport de 
thèse se concentrera sur le modèle de la leucémie aigüe myéloïde correspondant à mon projet. 
 
II. La famille Pim dans la Leucémie Aigüe Myéloïde 
II. 1. La Leucémie Aigüe Myéloïde 
Les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) sont des maladies clonales dont le pronostic reste 
globalement médiocre. La LAM est une maladie qui peut survenir à tout âge, mais seulement 
β5 % des cas sont diagnostiqués avant β5 ans. C’est surtout après 40 ans que la fréquence de 
la maladie augmente, l’âge moyen au moment du diagnostic étant de 65 ans. La préexistence 
d’autres maladies, touchant en particulier les cellules hématopoïétiques, prédispose également 
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à la survenue d’une LAM comme les myélodysplasies qui correspondent à un premier stade 
de ce type de leucémie. 
Les chimiothérapies conventionnelles actuellement utilisées permettent d’obtenir une 
rémission complète dans une grande majorité des cas, mais la plupart des patients rechutent 
rapidement et la survie globale des patients à 5 ans est inférieure à 30%. Comme dans de 
nombreux autres cas de transformation cancéreuse, ces pathologies résultent de 
l’accumulation de plusieurs types d’événements selon la théorie du « Two Hits model », c'est-
à-dire des modifications qui conduisent au blocage des programmes de différenciation 
cellulaire (AML1, CEBPA…) et d’autres qui augmentent la survie et la prolifération des 
cellules (P53, NPM1, FLT3, c-KIT, RAS, Protein Tyrosine standard Phosphatase Non-
receptor 11) dont la différenciation est bloquée (Gilliland, 2002; Renneville et al., 2008). 
L’utilisation de souris transgénique Spi-1/PU.1 illustre parfaitement ce mécanisme de 
transformation en plusieurs étapes. La surexpression du gène Spi-1 codant pour le facteur de 
transcription PU.1 dans ces souris provoque en effet un blocage de la différenciation 
proérythroblastique. Au bout de 4 mois ces souris présentent une forte anémie avec une 
accumulation de précurseurs érythroïdes. Toutefois, ces cellules pré-leucémiques restent 
dépendantes du facteur de croissance érythropoïétine (Epo) et sont incapables de produire des 
tumeurs après transplantation dans un hôte secondaire. Mais dans un second temps, ces 
proérythroblastes acquièrent une indépendance aux facteurs de croissance liée dans 86% des 
cas à la mutation gain de fonction du récepteur tyrosine kinase Kit et prolifèrent de façon 
autonome aboutissant à la formation de tumeur (Kosmider et al., 2005). 
Dans les dernières décennies, de nombreuses tentatives ont été effectuées afin de lever le 
blocage de différenciation des cellules leucémiques, comme avec l’utilisation de l’ATRA 
(acide tout-trans-rétinoïque) dans les LAM promyélocytaires. En effet, l’ATRA permet la 
rémission complète de 90% des LAM promyélocytaires car cette catégorie de LAM est 
principalement associée (98% des cas) à une mutation chromosomique par translocation du 
gène codant pour le récepteur à l’acide rétinoïque (RAR) au gène PML (Promyelocytic 
Leukemia), bloquant ainsi la différenciation de ces cellules par répression transcriptionnelle. 
L’ajout d’ATRA restaure cette différentiation pour ces cellules (Castaigne et al., 1990; 
Kakizuka et al., 1991). Effectivement, il a été montré que le traitement des LAM 
promyélocytaires avec l’ATRA, de même que l’arsenic, est lié à une action similaire de ces 
deux agents c'est-à-dire la dégradation de PML-RAR. Dans le cas de l’ATRA, la fixation du 
ligand à RAR conduit à une réactivation transcriptionnelle accompagnée par la 
différenciation des cellules et la dégradation de RAR seul ou en fusion avec PML. En ce qui 
ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
48 
 
concerne l’arsenic, il favorise l’ubiquitination de PML et PML-RAR conduisant à la 
dégradation par le protéasome (Quignon et al., 1997; Rice and de Thé, 2014; Zhu et al., 
1999). Le cas de la LAM promyélocytaire correspond à ce jour à l’un des premiers cancers 
traités par une thérapie ciblée. Malheureusement l’origine des LAM peut être multiple. 
Récemment, de nouvelles classes de mutations ont été ajoutées à la théorie du « Two hits 
model » avec la mise en évidence d’anomalies dans les régulateurs épigénétiques (ASXL1, 
BCORL1, DNMTγA), IDH1/β, TETβ…), les gènes suppresseurs de tumeurs (TP5γ, WT1) et 
les gènes impliqués dans le processus d’épissage des ARNm (SF3B1, SRSF2) (Murati et al., 
2012). 
 
II.1.1. Classification et pronostic des LAM 
Les leucémies aigües myéloïdes constituent un groupe hétérogène qui présente de nombreuses 
variantes selon leurs aspects et leurs origines et les LAM sont encore actuellement identifiées 
selon 2 types de classifications. La plus ancienne (Table 3) correspond à la lignée et au stade 
de maturation où sont bloqués les blastes leucémiques. Elle est basée sur l’aspect 
morphologique et cytologique des cellules leucémiques, accompagné parfois d’un 
phénotypage immunologique (McKenna, 2000). Elle correspond à la classification FAB 
(French-American-British) établie en 1976 et étendue en 1986 (Bennett et al., 1976; Neame et 
al., 1986). 
 
Table 3 : Classification FAB des LAM 
Nomenclature Caractéristiques 
LAM 0 (M0) LAM avec une différenciation minimale 
LAM 1 (M1) LAM sans maturation 
LAM 2 (M2) LAM avec maturation 
LAM 3 (M3) LAM « promyélocytaire » 
LAM 4 (M4) LAM avec différenciation myélomonocytaire 
LAM 5 (M5) LAM monocytaire 
LAM 6 (M6) LAM avec différenciation érythroblastique 
LAM 7 (M7) LAM avec différenciation mégacaryocytaire 
LAM avec différenciation basophile 
LAM avec myélofibrose 
LA biphénotypique 
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Plus récemment, une classification (Table 4) établie par l’OMS/WHO (Organisation Mondiale 
de la Santé/ World Health Organization) en 2001, puis révisée en 2008, étend la classification 
FAB en se basant sur la caractérisation d’anomalies cytogénétiques et moléculaires utilisées 
pour le diagnostic et ayant une importance dans le pronostic de la leucémie (Dohner et al., 
2009; Vardiman, 2010). Dans cette nouvelle classification OMS/WHO, l’ancienne 
classification FAB est désormais utilisée dans le groupe des LAM NOS (Not Otherwise 
Specified) qui ne rentrent pas dans les autres catégories et qui représentent 30 à 40% des 
LAM. 
 
Table 4 : Classification OMS/WHO des LAM 
1er groupe : LAM avec des anomalies génétiques récurrentes 
LAM avec t(8;21)(q22;q22), RUNX1-RUNX1T1 
LAM avec inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16)(p13.1;p22) ; CBFB-MYH11 
LA promyélocytaire avec t(15;17)(q22;q12) ; PML-RAR 
LAM avec t(9;11)(p22;q23) MLLT3-MLL 
LAM avec t(6:9)(p23;q34) ; DEK-NUP214 
LAM avec inv(3)(q21q26.2) ou t(3.3)(q21;q26.2) ; RPN1-EVl1 
LAM (mégacaryoblastique) avec t(1:22)(p13;q13) ; RBM15-MKL1 
LAM avec NPM1 muté 
LAM avec CEBPA muté 
2ème groupe : LAM avec myélodysplasie 
Avec antécédent de syndrome myélodysplasique (SMD) 
Sans antécédent de syndrome myélodysplasique (SMD) 
3ème groupe : LAM secondaire à des thérapeutiques 
Après agents alkylants 
Après épipodophyllotoxine 
4ème groupe : LAM Not Otherwise Specified (NOS) 
LAM 0 à 7 
LAM avec différenciation basophile 
LAM avec myélofibrose 
LA biphénotypique 
 
Cependant, aucun des schémas de classification n’est idéalement précis et ce en partie à cause 
de l’hétérogénéité des patients. Mais ces difficultés de classification sont également dues à 
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l’intervention de modifications génétiques et épigénétiques significatives pour le 
développement de la maladie. Ces modifications pourraient donc être utilisées pour une 
meilleure stratification des risques ainsi que pour le choix d’une approche thérapeutique la 
plus adaptée (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2013). 
 
Table 5 : Stratification des groupes pronostiques des LAM (adapté de Patel et al., 2012) 
Classification 
cytogénétique 
Mutations Risque global 
Favorable : 
t(8 ;21), t(15 ;17) 
ou inv16 
 
Toutes mutations supplémentaires 
 
 
FAVORABLE 
 
 
 
Intermédiaire : 
Cas n’entrant pas 
dans la 
classification 
cytogénétique 
favorable ou 
défavorable 
FLT3-ITD négatif NPM1 muté et IDH1 ou 2 
mutés 
FLT3-ITD négatif ASXL-1, MLL-PTD, PHF6, 
et TET2 sauvages 
 
 
 
INTERMEDIAIRE 
FLT3-ITD négatif 
ou positif 
CEBP muté 
 
FLT3-ITD positif 
MLL-PTD, TET2, et 
DNMT3A sauvages et 
absence de trisomie 8 
 
FLT3-ITD négatif 
TET2 muté, MLL-PTD 
muté, ASXL1 muté, ou 
PHF6 muté 
 
 
 
 
DEFAVORABLE 
 
FLT3-ITD positif 
TET2 muté, MLL-PTD 
muté, DNMT3A muté, ou 
trisomie 8, sans mutant 
CEBP 
Défavorable : 
Monosomie 5 ou 
7, Anomalie 3q 
ou Complexe (>3 
anomalies) 
 
 
Toutes mutations supplémentaires 
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Les mutants NPM1 et IDH1/2 sont favorables pour le statut FLT3-ITD négatif, alors que les 
mutants MLL-PTD, TET2, ASXL-1, PHF6 et DNMT3A ainsi que la trisomie 8 sont 
défavorable indépendamment du statut FLT3-ITD. 
 
Le choix de l’approche thérapeutique est d’autant plus important qu’il doit être mis en place 
rapidement. Il dépend de l’âge du patient réparti en deux catégories, inférieur ou supérieur à 
60 ans. Pour les plus jeunes le taux de rémission complète atteint un niveau encourageant de 
70 à 80%, mais pour les patients de plus de 60 ans le taux de rémission n’est plus que de 50% 
avec 85% de rechutes au bout de 3 ans (Burnett et al., 2011). Mais le choix de l’approche 
thérapeutique dépend également de facteurs pronostiques (favorable, intermédiaire et 
défavorable) basés premièrement sur la classification cytogénétique. Le groupe intermédiaire 
ayant récemment été complété par une stratification moléculaire selon plusieurs mutations qui 
permettent d’affiner le pronostic global (Table 5). 
 
Les approches thérapeutiques actuelles visent à obtenir la disparition des blastes anormaux, 
permettant ainsi à la moelle osseuse normale de reconstituer les populations de cellules du 
sang (globules blancs et rouges, plaquettes). La prise en charge de la maladie se distingue 
généralement en 3 étapes : l’induction qui correspond à un traitement intense par 
chimiothérapie (généralement une combinaison d’anthracyclines et de cytarabine (Burnett et 
al., 2011)) visant à obtenir une rémission, la consolidation ayant pour but de maintenir la 
rémission par des soins cycliques et l’intensification adaptée en fonction du potentiel de 
guérison ou du risque de rechute. 
Cette dernière étape peut souvent être associée à une allogreffe de cellules souches 
hématopoïétiques (CSH) selon l’état de santé du patient. 
 
II.1.2. Les cellules souches Leucémiques 
Il est maintenant bien établi que, chez un même patient, toutes les cellules leucémiques ne 
sont pas identiques et qu’elles sont organisées selon une hiérarchie qui présente des similarités 
avec l’organisation du système hématopoïétique normal. Dans le système hématopoïétique 
normal, les CSH ont la capacité de fournir l’ensemble du tissu hématopoïétique. Ainsi, il est 
probable que la véritable capacité d’automaintenance des cellules leucémiques est restreinte à 
un petit pool de cellules considérées comme des cellules souches leucémiques (CSL). Ces 
cellules que l’on suppose essentiellement dormantes sont probablement à l’origine de la 
plupart des rechutes. Leur étude est délicate : le test de référence pour mettre en évidence les 
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cellules souches cancéreuses en général est la greffe sériée dans des souris sévèrement 
immunodéficientes (généralement de type NOG ou NSG, c’est à dire des souris de type 
NOD/SCID présentant en plus une mutation ou une délétion de la chaîne c commune à de 
nombreux récepteurs de cytokines importantes pour les cellules du système immunitaire 
comme l’ILβ, l’IL4, l’IL7 ou l’IL15). Or, il a été clairement montré que le nombre de cellules 
souches détectées est fortement dépendant du type de souris utilisées pour la mise en évidence 
et de la façon dont sont greffées ces cellules (Quintana et al., 2008). Par ailleurs, ce test 
permet de mettre en évidence mais pas d’isoler une cellule pour l’analyser. De nombreuses 
tentatives d’identification de marqueurs de surface ont été réalisées. Elles ont permis de 
montrer un enrichissement de ces cellules dans certaines populations cellulaires mais n’ont 
jamais permis leur identification. 
Ainsi, la population CD34+, CD38- est effectivement souvent enrichie en cellules présentant 
les caractéristiques de CSL mais ces CSL sont néanmoins aussi présentes dans les fractions 
CD34- ou CD38+ (Taussig et al., 2008, 2010). Ces variations qui reflètent probablement en 
partie la possibilité pour des cellules leucémiques de récupérer des capacités 
d’automaintenance à différents moments de leur développement, n’ont pas permis jusqu’à 
présent l’isolement de ces cellules pour une analyse biochimique. 
La transformation leucémique peut être envisagé selon deux schémas, soit une CSH normale 
acquiert des caractéristiques tumorales soit une cellule hématopoïétique engagée dans un 
processus de cancérisation recouvre une capacité d’auto-renouvellement (Buss and Ho, 2011). 
Ces critères intrinsèques aux cellules peuvent être acquis par l’apparition de mutations 
majoritairement bénignes dites « passagères », dont l’accumulation augmente avec l’âge. 
Parmi ces mutations, des mutations dites « initiatrices » peuvent émerger conférant un 
avantage à la cellule qui conserve ces mutations (Fig. 11). A chaque étape des mutations 
passagères peuvent apparaitre et se comporter comme des mutations « coopératrices » 
aboutissant à un clone de CSL (Welch et al., 2012). Ces évènements illustrent très bien 
l’hétérogénéité des CSL puisque chaque cellule souche va se diviser de façon symétrique ou 
asymétrique et acquérir de potentielles mutations coopératrices différentes tout en conservant 
les mutations initiatrices communes (Anderson et al., 2011). Le degré de différenciation des 
cellules va ensuite compliquer l’identification des cellules selon les marqueurs cellulaires. 
Le risque de rechute est donc fortement corrélé avec l’hétérogénéité des clones de cellules 
tumorales, où l’intervention thérapeutique peut ne cibler qu’une partie de ces clones et selon 
la théorie Darwinienne provoquer la sélection de formes résistantes au traitement (Greaves 
and Maley, 2012). 
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Fig. 11 : Modèle d’évolution des mutations dans la LAM (Welch et al., 2012). Une cellule 
souche hématopoïétique (en vert) acquiert entre 100 et 1000 évènements de mutations 
bénignes (X) en fonction de l’âge. L’apparition d’une mutation fondatrice (X+1) fournissant 
un avantage à la cellule souche hématopoïétique (en jaune) est associée à des mutations 
coopératrices (Y), dont 1 à 5 contribuent à la progression d’un clone fondateur (en rouge) de 
cellules souches leucémiques. Ce clone fondateur peut se dissocier en sous-clones (orange et 
marron) qui acquièrent à leur tour de nouvelles mutations additionnelles (Z). 
 
Néanmoins, des facteurs extrinsèques peuvent intervenir dans la résistance des CSL aux 
traitements. En effet, le microenvironnement régule également le nombre de cellules souches 
et la différenciation hématopoïétique par l’intervention de cytokines, chimiokines et les 
interactions des cellules avec le milieu stromal. Les cellules souches leucémiques utilisent 
probablement la même niche médullaire que les cellules souches hématopoïètiques normales 
(Ishikawa et al., 2007) et le couple CXCR4/CXCL12 joue probablement un rôle important 
dans la colonisation de cette niche. De façon intéressante, l’expression de CXCR4 est un 
facteur de mauvais pronostic dans la LAM (Peled and Tavor, 2013). Puisque Pim1 régule 
l’expression de CXCR4 (Grundler et al., 2009), on peut envisager que les Pim kinases 
puissent aussi jouer un rôle dans le « homing » des CSL. 
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Une fois établies au sein de cette niche, les cellules malignes peuvent détourner les 
signalisations normales des CSH à leur avantage et perturbent ainsi l’hématopoïèse (Colmone 
et al., 2008).  
 
II. 2. La signalisation PI3K/Akt/mTOR et les traitements ciblant cette voie 
Dans les LAM, la dérégulation des voies de signalisation qui améliorent la prolifération et la 
survie des progéniteurs hématopoïétiques coopère souvent avec une fonction anormale des 
facteurs de transcription impliqués dans la différenciation myéloïde normale. En ce sens, 
l’activation anormale des voies impliquant PIγK/AKT, mTORC1, ERK/MAPK, STATγ/5, 
Wnt/-catenin, et NF-kB ont été rapportée (Park et al., 2009). 
 
II.2.1. PI3K/Akt 
Les kinases PI3K font partie de la catégorie des lipides kinases intracellulaires. Il existe trois 
classes de PI3K (I à III) regroupées selon leur homologie de structure et leurs substrats 
préférentiels. La classe I des PI3K permet principalement la phosphorylation du 
phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate 
(PIP3) qui est localisé du coté intracellulaire de la membrane plasmique. Cette classe I (Fig. 
12) est elle-même subdivisée en fonction des sous-unités catalytiques en deux sous-groupes, 
A (p110,  et ) et B (p110). Les classes IA sont majoritairement sous le contrôle de RTK 
(c-Kit, Flt3) et de Ras alors que les classes IB sont activées par des RCPG (Récepteurs 
Couplées aux Protéines G) et Ras également. Seule p110 fournit également une réponse au 
RCPG (Nigorikawa et al., 2012). 
 
Fig. 12 : Sous-unités des PI3K de classe I (Vanhaesebroeck et al., 2005) 
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Foukas et al. a démontré que l’activation des PIγK de la classe IA était suffisante pour 
favoriser la prolifération et la survie cellulaire. De plus, la p110 est régulièrement et 
fortement surexprimée dans les cellules blastiques de LAM et conduit à l’activation d’Akt, ce 
qui renforce l’importance de leurs effets dans les LAM où les RTK sont fortement impliqués 
(Foukas et al., 2010; Sujobert et al., 2005). 
Ces PIγKs sont composés d’hétérodimères avec une sous-unité adaptatrice/régulatrice (p101, 
p85, p55, p50) et une sous-unité catalytique (p110). Ce sont ces sous-unités 
adaptatrices/régulatrices p85 qui permettent de localiser PIγK à la membrane par l’interaction 
de leur domaine SH2 aux tyrosines phosphorylées des RTK activés par leur ligand. Une 
molécule adaptatrice IRS1/2 (Insulin Receptor Substrat 1/2) peut également médier cette 
association. La localisation membranaire de PI3K lui permet de phosphoryler PIP2. Le PIP3 
obtenu agit comme un second messager qui va activer les protéines se liant à son domaine PH 
(Pleckstrin Homology), correspondant à la sérine/thréonine kinase Akt mais aussi PDK1 (3-
Phosphoinositide-Dependent Kinase 1) qui phosphoryle ainsi Akt sur sa T308. Une deuxième 
phosphorylation sur la S47γ complète l’activation d’Akt. Elle est effectuée par une activité 
PDK2 principalement associée à l’activité du complexe mTOR (Martelli et al., 2007; 
Vanhaesebroeck et al., 2005). 
 
II.2.2. mTOR 
La sérine/thréonine kinase TOR (Target Of Rapamycin) a été pour la première fois décrite 
chez la levure comme une cible de la rapamycine, un agent immunosupresseur produit chez la 
bactérie Streptomyces hygroscopicus. Cette kinase est exprimée de façon ubiquitaire dans les 
cellules de mammifères (Cafferkey et al., 1994). Elle est fréquemment activée dans les LAM 
et est reconnue comme un effecteur critique des voies de signalisation impliquées dans de 
nombreux processus oncologiques. Elle se distingue par son intégration dans deux complexes 
distincts, mTORC1 et mTORC2. mTORC1 est composé de mTOR, de Raptor (une protéine 
de régulation associée à mTOR), de PRAS40 (proline-rich Akt substrate of 40kDa), de Deptor 
(DEP domain-containing mTOR-interacting protein) et d'une protéine GȕL aussi nommée 
mLST8 (Kim et al., 2002, 2003) tandis que mTORC2 est composé de mTOR, de Rictor (une 
protéine associée à mTOR qui est dite insensible à la rapamycine), de GȕL, et de mSIN1 
(Frias et al., 2006; Sarbassov et al., 2004). Protor peut également être associé à mTORC2 
mais ne semble pas être indispensable à son activité (Pearce et al., 2011). 
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La rapamycine (ou Sirolimus) et ses dérivés (rapalogues) sont des composés capables 
d’inhiber mTOR et qui ont permis durant la dernière décennie d’identifier son intervention 
dans la croissance cellulaire par le contrôle de la traduction, la biogenèse des ribosomes, les 
mécanismes d’autophagie ainsi qu’au niveau métabolique et dans la synthèse des lipides 
(Guertin and Sabatini, 2007; Laplante and Sabatini, 2012). 
Cependant, l’existence des deux complexes de mTOR rend son mode d’action complexe 
puisque chacun présente des spécificités (Fig. 1γ). mTORC1 est ainsi capable d’activer la 
traduction des ARNm cap-dépendant (tel que Myc, HIF-1, Cyclin D1 et Bcl-xL) à travers la 
phosphorylation inhibitrice de 4E-BP1 et activatrice de P70S6K (ribosomal protein S6 
kinase), recruté par Raptor. De l’autre côté, mTORCβ peut phosphoryler SGK1, Akt, Rac1 et 
PKC agissant de façon complémentaire sur la survie et la prolifération cellulaire mais 
également sur le métabolisme et l’organisation du cytosquelette (Santoni et al., 2014). 
 
 
Fig. 13 : Le réseau de mTORC1 et mTORC2 (adapté de Guertin and Sabatini, 2007) 
 
En dépit des effets thérapeutiques souvent décevants des inhibiteurs de premières générations 
dérivées de la rapamycine (« rapalogues »), la voie mTORC1 qui est dérégulée dans la plupart 
des cancers est une cible thérapeutique majeure en oncologie. Les effets limités observés avec 
ces premiers inhibiteurs sont probablement dus à une inhibition partielle de mTORC1 dans 
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certains types de tumeurs, comme les LAM, ce qui affecte très peu une des activités majeure 
du complexe mTORC1 correspondant au contrôle de la traduction. En effet, mTORC1 est un 
complexe intégrateur de différents signaux extracellulaires comme les facteurs de croissance, 
et de signaux intracellulaires renseignant sur le niveau énergétique de la cellule comme la 
disponibilité en acides aminés et en oxygène. Ces informations activatrices de mTORC1 lui 
permettent de contrôler le métabolisme général d’une cellule par la traduction, l’anabolisme 
lipidique et la production de nucléotides pyrimidiques aboutissant à la régulation de la survie, 
la croissance et la prolifération de cette cellule. A l’inverse, un défaut d’activation de 
mTORC1 conduit à une activation de l’autophagie. 
 
a) Mécanismes de régulation normale et pathologique de mTORC1 
La régulation de l’activité de mTORC1 est complexe (Fig. 14) et implique les protéines de la 
famille RAG en aval de la signalisation par les acides aminés et le complexe anti-oncogénique 
TSC1/TSC2, répresseur de mTORC1. Les protéines RAG sont de petites GTPases qui 
forment des dimères où RAG A ou B est associée à RAG C ou D à la surface des lysosomes. 
Ces dimères, sous forme active (RAGA/B lié à du GTP et RAG C/D à du GDP) s’associent 
aux complexes mTORC1 et provoquent leur relocalisation à la surface des lysosomes. 
Comme la plupart des petites GTPases, les protéines RAG sont régulées par des protéines 
dites GAP (GTPase Activating Protein) qui les inactivent en stimulant leur activité GTPasique 
et par des protéines dites GEF (Guanine-nucleotide Exchange Factor) qui les activent en 
provoquant le remplacement du GDP par du GTP. L’activité GTPasique des complexes RAG 
est ainsi contrôlée par un ensemble de cinq protéines à activité GAP correspondant au 
RAGulator, et un second ensemble de huit protéines formant un complexe à activité GEF 
correspondant à GATOR. L’activité de ces deux complexes est régulée par certains acides 
aminés comme la leucine selon un mécanisme qui n’est pas encore totalement compris. Par 
ailleurs, des mutations de plusieurs composants du complexes GATOR ont été identifiées 
dans des cancers de l’ovaire et des glioblastomes, conduisant à une activation de mTORC1 
(Bar-Peled et al., 2012, 2013). Lorsque mTORC1 est correctement localisé à la surface du 
lysosome, il se trouve à proximité d’une autre GTPase, la protéine Rheb qui, lorsqu’elle est 
sous forme liée à du GTP, va permettre, selon un mécanisme encore mal compris, l’activation 
directe du complexe mTORC1. Actuellement, aucune protéine à activité GEF n’a été 
identifiée pour Rheb. Par contre, Rheb est contrôlée par un complexe à activité GAP, le 
complexe TSC1/TSCβ. L’activité GAP de ce complexe est régulée de façon négative par les 
kinases Akt, activées via la voie PI3K par les facteurs de croissance et de façon positive par 
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l’AMPK, activée par un déficit énergétique intracellulaire via une accumulation d’AMP. 
Enfin, l’activité du complexe mTORC1 est aussi contrôlée par des inhibiteurs comme les 
protéines PRAS40, Deptor ou REDD1. REDD1 est régulée au niveau transcriptionnel par 
HIF1 et permet donc d’asservir l’activité de mTORC1 à la disponibilité en oxygène. Il est 
rapidement dégradé après phosphorylation et ubiquitination par un complexe E3 ligase 
impliquant la -Trcp (Katiyar et al., 2009). La protéine PRAS40, associée au complexe 
mTORC1 est phosphorylée et inactivée par les kinases Akt (Sancak et al., 2007). La protéine 
Deptor est directement phosphorylée par mTORC1 puis ubiquitinée et dégradée. 
 
 
Fig. 14 : Mécanismes de contrôle et effecteurs de la voie mTORC1. L’activation du complexe 
mTORC1 en aval de la signalisation par les acides aminés s’effectue à la surface des 
lysosomes par deux systèmes de petites GTPases : les protéines RAG et la protéine Rheb. Les 
protéines RAG forment des dimères où RAG A ou B est associée à RAG C ou D. L’activation 
de ces dimères est contrôlée par un complexe à activité GEF, le RAGulator. Un second 
complexe à activité GAP, le GATOR, inactive les RAG. L’activité de ces deux complexes 
régulateurs dépend de la disponibilité en certains acides aminés comme la leucine et implique 
un transporteur de protons, la vATPase, selon un mécanisme encore mal compris. La leucine 
(L) pénètre dans la cellule par échange avec la glutamine (Q) en utilisant un transporteur 
membranaire de haute affinité, le SLC7A5. Le dimère RAG activé permet la relocalisation du 
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complexe mTORC1 à la surface des lysosomes où il peut être activé par une autre petite 
GTPase, Rheb. L’activation de Rheb est contrôlée par un complexe à activité GAP qui 
comprend les protéines TSC1 et TSC2. Ce complexe est régulé par des phosphorylations qui 
stimulent ou inhibent son activité GAP, provoquant ainsi l’inhibition ou l’activation du 
complexe mTORC1. Ces phosphorylations sont réalisées par différentes kinases activées par 
les facteurs de croissance (GF) ou le contenu en AMP intracellulaire. La protéine DEPTOR, 
codée par un gène cible de HIF, permet de coupler l’activation de cette voie au niveau 
d’oxygénation de la cellule. Après activation, le complexe mTORC1 oriente le métabolisme 
vers l’anabolisme : inhibition de la kinase ULK1 qui active l’autophagie, augmentation de la 
biosynthèse protéique via l’inhibition du répresseur traductionnel 4E-BP1, activation de la 
synthèse des lipides et des bases pyrimidiques via la kinase p70S6K. Cette dernière kinase 
exerce aussi un rétrocontrôle inhibiteur sur la signalisation activée par certains récepteurs de 
facteurs de croissance en induisant la dégradation des adaptateurs de type IRS. 
 
Des mécanismes conduisant à l’activation constitutive de mTORC1 ont été identifiés dans les 
maladies hématologiques. Le mieux caractérisé correspond à l’activation inappropriée de la 
voie PI3K/Akt par la stimulation excessive de récepteur aux facteurs de croissance (paracrinie 
ou autocrinie) ou médiée par la mutation activatrice d’un récepteur tyrosine kinase comme 
Flt3-ITD et c-Kit par exemple. Akt va phosphoryler TSC2 (Tuberous Sclerosis 2) et 
interrompre l’activité GAP du complexe TSC1/TSCβ sur Rheb (RAS homologue enriched in 
brain). La formation Rheb-GTP qui s’en suit active mTORC1 (Tee et al., 2003). Il faut 
cependant savoir que la PI3K est activée dans 50% des LAM mais que mTORC1 est activé 
dans tous les cas de cette maladie, sachant de plus que mTORC1 est capable via la P70S6K de 
réguler négativement cette activation par la phosphorylation d’un résidu sérine de l’IRS 
(Insulin Receptor Substrate) provoquant sa dégradation par le protéasome. IRS-1 et IRS-2 
étant les protéines adaptatrices normalement requises pour activer la PI3K après la stimulation 
du récepteur à l’insuline, et à l’IGF1 (Elghazi et al., 2010; Park et al., 2009). 
La délétion de PTEN (phosphatase and tensin homologue), une phosphatase qui régule 
négativement l’activation d’Akt, est également impliquée dans la leucémogenèse. Une étude 
sur des souris déficientes en PTEN traitées par la rapamycine a montré que l’inhibition de 
mTORC1 pourrait être utilisée pour cibler les CSL sans affecter les CSH normales (Yilmaz et 
al., 2006). En effet, ce traitement à permis de bloquer la leucémogenèse tout en rétablissant 
une fonction normale des cellules souches. Ce qui confirme l’intérêt des thérapies multi-
ciblées de PI3K/Akt et mTOR dans les LAM (Park et al., 2008). 
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b) Mécanisme d’action et effecteurs de mTORCͷ 
Le complexe mTORC1 activé phosphoryle plusieurs substrats importants. La kinase ULK1 
contrôle l’induction du processus autophagique. Sa phosphorylation par mTORC1 inhibe son 
activité. L’activité des p70S6 kinases (S6K1 et S6Kβ) est aussi contrôlée par mTORC1. Ces 
kinases possèdent de nombreux substrats (Fenton and Gout, 2011). Parmi ceux-ci, la protéine 
CAD (Carbamoyl-phosphate synthetase 2, Aspartate transcarbamylase, and Dihydroorotase) 
une fois phosphorylée par mTORC1, catalyse la première étape de la biosynthèse des 
pyrimidines (Robitaille et al., 2013; Ben-Sahra et al., 2013). Les protéines SREBP (Sterol 
regulatory element binding proteins) sont des facteurs de transcription qui contrôlent 
l’expression d’enzymes clés de la synthèse du cholestérol, des acides gras et des triglycérides. 
Ces protéines sont produites sous formes de précurseurs enchâssés dans la membrane du 
réticulum endoplasmique. La libération du fragment actif après protéolyse est aussi contrôlée 
par la p70S6K1 en aval de mTORC1 (Bakan and Laplante, 2012). Les inhibiteurs de la 
famille 4E-BP constituent d’autres effecteurs très importants de la voie mTORC1. A l’état 
non-phosphorylé, ces protéines s’associent avec la protéine eIF4E, elle-même liée à 
l’extrémité 5’Cap (coiffe) des ARN messagers. Cette fixation empêche le recrutement de la 
protéine eIF4G et la formation du complexe d’initiation de la traduction eIF4F. Les protéines 
4E-BP sont phosphorylées par le complexe mTORC1 sur plusieurs résidus de façon 
séquentielle : d’abord sur des sites dits de priming, localisés sur l’extrémité N-terminale de 
4E-BP, puis sur des sites localisés dans sa partie C-terminale, dont le résidu amino-acide 
Ser65. Cette dernière phosphorylation est nécessaire à la dissociation de l’inhibiteur 4E-BP de 
eIF4E et permet la formation du complexe d’initiation de la traduction. Il a longtemps été 
admis que ce système permettait directement la régulation de l’expression de tous les 
messagers possédant une extrémité 5’ complexe et structurée. Des résultats récents montrent 
cependant que ce système ne régule directement qu’environ 150 ARNm possédant une 
structure dite « TOP » (Track Of Pyrimidine) à leur extrémité 5’ et codant principalement 
pour des protéines de la machinerie de traduction (protéines ribosomales, protéines 
d’initiation de la traduction et d’élongation). La régulation différentielle de l’expression des 
autres messagers ne serait finalement qu’une conséquence de la modification générale du 
système de traduction réalisée sous l’action de mTORC1 (Hsieh et al., 2012; Thoreen et al., 
2012).  
A l’origine de mon projet de thèse, l’association entre l’activité des Pim kinases et la 
résistance aux Rapalogues (Rapamycine et ses composés dérivés) par la traduction de 
protéines a été démontrée (Carroll, 2009; Tamburini et al., 2009a). 
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II. 3. Importance des Pim et particulièrement Pim2 dans la LAM 
Comme évoqué précédemment, les Pim kinases sont fortement impliquées dans l’oncogenèse 
des cellules hématopoïétiques. Le facteur de transcription HOXA9, qui ciblerait l’expression 
de Pim1, est d’ailleurs connu pour être impliqué dans l’embryogenèse et l’hématopoïèse 
sachant qu’il est également de faible pronostic dans la LAM (Hu et al., 2007; Thorsteinsdottir 
et al., 2002). Mais la transcription des Pim semble être essentiellement contrôlée par des 
facteurs de croissance (dont l’Interleukin-3 et STAT5 pour Signal Transducer and Activator 
of Transcription 5), également représentés dans ce compartiment, et souvent impliqués dans la 
leucémogenèse à travers l’activation de Protéine Tyrosine Kinase (PTK). C’est le cas par 
exemple avec le mutant FLT3-ITD du récepteur Tyrosine Kinase FLT3. Cependant, 
l’inactivation de Pim1 présente un effet négligeable sur la transformation de ces cellules, alors 
qu’au contraire l’expression d’un mutant Kinase-Dead catalytiquement inactif de Pim2 
(Pim2-KD) aboutit à un rapide déclin de la survie des cellules Ba/F3 transformées par FLT3-
ITD. Cet effet dominant négatif inhibant l’activité anti-apoptotique des formes sauvages n’a 
néanmoins pas été observé avec des cellules Ba/F3 transformées par d’autres PTK 
(TEL/JAKβ, TEL/TRKC, TEL/ABL, BCR/ABL, et H4/PDGFBR), suggérant que l’effet anti-
apoptotique de FLT3-ITD est dépendant de Pim2. Cependant, l’activité compétitive de la 
Pim2-KD surexprimée indique tout de même que la forme sauvage de Pim-β doit s’associer à 
des protéines (substrats ou partenaires) pour remplir cette fonction anti-apoptotique dans les 
LAM (Adam et al., 2006). 
Le mutant FLT3-ITD est exprimé dans 30% des patients atteints de LAM. Il a été montré que 
l’expression de Pimβ pouvait être augmentée par FLTγ-ITD mais pas FLT3-WT, 
potentiellement par l’activation des voies STAT (Mizuki et al., 2003). En effet, pendant que la 
forme sauvage FLT3 est majoritairement exprimée à la surface des cellules comme un 
complexe de 150 kDa glycosylé de façon complexe, FLT3-ITD est partiellement retenue dans 
le Reticulum Endoplasmique (RE) comme une forme présentant une glycosylation simple de 
130 kDa et induit une signalisation aberrante de STAT5. Cette signalisation aboutit à la 
surexpression de Pim1 et Pimβ mais n’active pas les voies PIγK et MAPK, tandis que 
l’adressage à la membrane de FLTγ-ITD induit ces deux dernières voies (Choudhary et al., 
2009; Schmidt-Arras et al., 2009). De plus, Pim1 agirait comme un rétrocontrôle positif 
puisqu’il interagit et phosphoryle FLTγ-ITD, ce qui le stabiliserait sous sa forme non 
glycosylée de 1γ0 kDa aboutissant davantage à l’activation de la voie STAT5 (Natarajan et 
al., 2013). Ce qui favorise encore l’expression des Pim dans les cellules de LAM. Cependant, 
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il a aussi été montré que la surexpression de Pim2 dans des cellules myéloïdes murines 32D 
présentant un récepteur FLT3-WT stimulé par son ligand, ou FLT3-D835Y muté dans son 
domaine kinase et mimant son activation, aboutit à la transformation leucémique des cellules 
sans activer la voie STAT. Cet effet serait lié à une action synergique de Pim2 et FLT3 activé 
en agissant respectivement sur la prolifération cellulaire (progression en phase G1/S) et le 
blocage de la différenciation des cellules myéloïdes (Agrawal et al., 2008). 
 
Une autre étude suggère également que Pim2 joue un rôle important dans le développement 
de la LAM en coopération avec PML-RAR (Promyelocytic leukemia/retinoic acid receptor 
), connu pour le développement de la LAM3 ou Leucémie Aigüe Promyélocytaire. Les 
résultats montrent en effet que la greffe de moelle de souris pré-leucémique (PML-RAR) ne 
suffit pas à induire une LAM dans les souris greffées avant 6 à 16 mois. La surexpression de 
Pim2 dans ces cellules aboutit à une leucémie agressive en 6 à 18 semaines après la greffe 
(Agrawal-Singh et al., 2010). Le mécanisme, bien que peu défini dans cette étude, suggère 
que Pim2 agit comme un élément essentiel à la transformation leucémique initiée par d’autres 
oncogènes, comme cela a déjà été mis en évidence avec l’effet synergique de c-Myc. 
Dans ce sens, la survie globale des patients atteints de LAM avec une plus forte expression de 
Pim2, était significativement plus courte que les patients avec une faible expression. De plus, 
les patients atteints de LAM qui aboutissent à une rémission complète, expriment plus 
faiblement Pim2 et NF-kB que les patients résistants à la première chimiothérapie et qui 
n’aboutissent pas à une rémission complète (Kapelko-Słowik et al., β01γ). 
 
L’expression constitutive d’une kinase Pimβ catalytiquement active dans une lignée 
lymphoïde murine (FL5.1β) naturellement dépendante à l’IL-3, confère un effet anti-
apoptotique sur le long-terme de façon indépendante à la présence de facteurs de croissance 
ou à l’ajout de drogues cytotoxiques (staurosporine et thapsigargine). Cet effet est similaire à 
celui d’Akt qui maintient l’autonomie cellulaire en absence de facteurs de croissance, la 
glycolyse et le potentiel mitochondrial. Cependant, Pimβ n’affecte pas l’activité d’Akt et 
semble donc indépendante de la voie PI3K. De plus, la survie associée à l’expression de Pimβ 
est résistante à de multiples inhibiteurs de la voie PIγK/Akt/mTOR, alors que l’inhibition 
sélective de Pim2 par ARN interférent rend ces cellules sensibles à l’apoptose induite par 
l’inhibition de PIγK/Akt/mTOR en dépit de la présence de Pim1 (Fox, 2003). 
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Actuellement, des traitements spécifiques de l’inhibition des Pim sont donc nécessaires pour 
contrer les mécanismes cellulaires impliqués dans la résistance des LAM. 
 
II.4. Inhibiteurs des Pim 
L’un des principaux avantages en clinique des inhibiteurs de Pim s’explique par le fait que les 
souris déficientes pour les trois membres ne présentent pas de phénotype excessivement 
anormal, ce qui suggère que ces inhibiteurs devraient être peu toxique, s’ils sont spécifiques. 
Bien que ces kinases présentent des structures particulières au niveau de leur domaine 
catalytique, qui devraient faciliter la production d’inhibiteurs spécifiques, peu d’inhibiteurs 
efficaces sont actuellement disponibles. Il convient de noter que plusieurs inhibiteurs d’autres 
kinases sont aussi des inhibiteurs de kinases de la famille Pim. En particulier, le LY294002, 
longtemps considéré comme un inhibiteur spécifique des PI3K est aussi un inhibiteur très 
efficace de Pim1 (Jacobs, 2005). Enfin, malgré la très forte homologie de séquence au niveau 
de la région catalytique entre ces deux kinases, les inhibiteurs actifs sur Pim1 présentent 
souvent une activité très faible sur Pimβ. Le mécanisme d’action précis des Pim kinases reste 
néanmoins largement incompris et la plupart des inhibiteurs disponibles présente une 
spécificité médiocre (Hospital et al., 2012). A ce jour, aucun inhibiteur à la fois efficace et 
spécifique de Pimβ n’est disponible. 
La difficulté de développement d’inhibiteur ATP compétitif plus efficace contre Pimβ 
pourrait être liée à sa forte affinité pour l’ATP (KM = 4µM) comparée à celles de Pim1 et 
Pim3 beaucoup plus faibles (KM respectivement de 400µM et 40µM). Cette information 
expliquerait pourquoi l’ensemble des inhibiteurs compétitifs de l’ATP pour Pim ont eu 
jusqu’ici peu d’effet sur Pimβ. Ces inhibiteurs peuvent être regroupés en 2 principales classes 
basées sur leur mode de fixation mimétique ou non de l’ATP. 
 
II.ͺ.ͷ. Inhibiteurs compétitifs mimétiques de l’ATP 
La première classe d’inhibiteurs correspond aux composés mimétiques de l’ATP qui forment 
de la même manière un pont hydrogène avec l’oxygène de la Glu1β1 du site catalytique de 
Pim1 (Brault et al., 2010). 
Pour commencer, la Staurosporine a été décrite comme un inhibiteur non sélectif de kinases et 
présente une IC50 de 10 nM pour Pim1. Cependant, des analogues ont été synthétisés comme 
les bisindolyl-maléimides (BIM et LY333531). Ces composés présenteraient également une 
IC50 submicromolaire vis-à-vis de Pim1 (Bullock et al., 2005). 
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Plusieurs Flavonoïdes ont également été détectés comme de potentiels inhibiteurs de Pim1. 
Cependant, ces composés sont décrits comme inhibant un large nombre de kinases et même 
d’autres enzymes (Bullock et al., 2005). Mais le flavonol Quercétagétine a été identifié 
comme un inhibiteur modéré de Pim1 avec une IC50 de γ40 nM. Il s’agirait d’un inhibiteur 
hautement sélectif de Pim1 mais pas de Pim2 (Holder et al., 2007). 
La famille organométallique du Ruthénium semble aussi démontrer une activité inhibitrice de 
Pim1. Le composé (S)-1 qui s’appuie sur la structure de la staurosporine révèle une IC50 de 
0,22 nM. De façon originale, il faut noter que la structure métallique de ce composé joue un 
rôle purement structural en orientant le ligand vers l’enzyme (Bullock et al., 2009; Debreczeni 
et al., 2006). 
De même, un composé de la classe des inhibiteurs mimétiques de l’ATP a été présenté 
comme efficace sur Pim1 mais aussi sur Pimβ. Il s’agit de l’Isoxazolo[γ,4-b]quinoline-
3,4(1H,9H)-dione élaboré par les laboratoires Abbott. Son activité serait de l’ordre de la 
nanomolaire sur Pim1 et de la micromolaire sur Pim2 (Tong et al., 2008). 
Dans le même ordre de grandeur, les pyrazolopyrimidinones ont récemment montré leur 
efficacité sur l’ensemble des trois membres de la famille Pim. Cependant, son effet serait à 
nouveau moins efficace sur Pim2. En effet, l’IC50 du pyrazolo[1,5-]pyrimidines serait de 
l’ordre de 150 nM dans des Bafγ plus dépendante de Pim1, alors que dans les cellules de 
myélomes multiples exprimant davantage de Pimβ, l’IC50 atteindrait 1,9 µM (Wang et al., 
2013). 
 
II.4.2. Inhibiteurs compétitif non-mimétiques de l’ATP 
La seconde classe des inhibiteurs de Pim correspond davantage à un système d’inhibiteurs 
compétitifs de l’ATP qui n’interagissent pas de façon classique avec la région charnière des 
Pim (Brault et al., 2010), mais empêchent de façon compétitive la fixation d’ATP au niveau 
de la poche catalytique. 
Les composés disponibles dans la banque de données de ChemBridge Corporation ont permis 
de réaliser un criblage sur une activité inhibitrice des Pim. Grâce à ces analyses le 5-(3-
Trifluoromethylbenzylidene)thiazolidine-2,4-dione (Smi-4a) a pu démontrer un intérêt 
comme inhibiteur ATP compétitif de Pim1 et de Pim2 avec des IC50 respectives de 24 nM et 
100 nM. En revanche, l’activité sur Pimγ semble plus faible avec une IC50 de 17 µM (Xia et 
al., 2009). Une étude a d’ailleurs révélé un blocage de la croissance des cellules précurseurs T 
dans la leucémie lymphoblastique suite à l’utilisation du Smi-4a (Lin et al., 2010). 
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Plusieurs laboratoires pharmaceutiques ont également développé certains des inhibiteurs des 
Pim kinases avec par exemple le SGI-1776 (Astex pharmaceuticals), l’AZD 1β08 
(Astrazeneca) ou le LGBγβ1 (Novartis). La plupart d’entre eux sont actuellement testés dans 
des essais thérapeutiques. 
En ce qui concerne le SGI-1776, son utilisation dans les myélomes multiples montre une 
cytotoxicité qui serait liée à une inhibition générale de la traduction et une induction de 
l’autophagie (Cervantes-Gomez et al., 2013). De même, l’usage du SGI-1776 dans les cellules 
de LAM provoque une apoptose concentration-dépendante de ces cellules associée à 
l’inhibition des Pim kinases. Néanmoins, la spécificité de cet inhibiteur envers Pim1, Pim2 et 
Pim3 (IC50 = 7 nM, γ6γ nM et 69 nM respectivement) n’est pas parfaite car un criblage large 
de 200 kinases a révélé deux autres protéines cibles, Flt-γ et Haspin, dont l’efficacité 
d’inhibition est du même ordre de grandeur avec un IC50 de 44 nM pour Flt-3 (Chen et al., 
2011). Ce qui explique, au moins en partie, que cet inhibiteur présente une meilleure activité 
dans les cellules Flt3-ITD (Hospital et al., 2012). 
L’AZD1β08, quand à lui, semble être davantage spécifique et présente une activité inhibitrice 
des trois membres de la famille Pim démontrée sur des modèles précliniques de LAM. 
Toutefois, son action dans des conditions physiologiques est principalement dirigée contre 
Pim1 (IC50 = 2,6 nM) et Pim3 (IC50 = 17 nM) avec un effet plus modéré sur Pim2 (IC50 = 
164 nM) (Keeton et al., 2013), mais qui reste cependant plus efficace sur Pim2 en condition 
expérimentale comparé à d’autres inhibiteurs. 
Mais récemment, l’inhibiteur LGBγβ1 (Novartis) a été le premier inhibiteur des Pim avec une 
activité dépendante de Pim2 sur les cellules de Myélomes Multiples, ainsi que sur la 
croissance tumorale de xénogreffes de modèles de LAM. Dans un test biochimique Pim2 était 
inhibé de façon significative par le LGB321 avec un IC50 inférieur à 3 nM (Garcia et al., 
2014; Lu et al., 2013). Cet effet inhibiteur du LGB321 a été observé principalement dans des 
lignées cellulaires hématologiques ce qui renforce une fois de plus l’importance de Pim2 dans 
ce type de cancer. 
Actuellement, une version orale, le LGH447 développé par Novartis, est en cours d’essai 
clinique de phase I dans les myélomes multiples réfractaires, pour lesquelles aucun traitement 
actuelle n’est efficace. 
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III. Objectifs et contexte expérimental  
III. 1. Historique et évolution du projet 
L’équipe « Etude de l’hématopoïèse normale et pathologique » dans laquelle j’ai réalisé cette 
thèse a démontré avant mon arrivée que la survie des cellules primaires de LAM est fortement 
dépendante d’un niveau élevé de traduction protéique. En effet, un inhibiteur 
pharmacologique de la formation du complexe d’initiation de la traduction qui mime l’effet de 
l’inhibiteur physiologique 4E-BP1, provoque rapidement l’apoptose des cellules blastiques 
sans diminuer significativement la survie des cellules hématopoïétiques CD34+ normales 
(Tamburini et al., 2009a). 
 
Les cellules blastiques présentent un niveau de traduction élevé qui nécessite l’inactivation 
par phosphorylation de 4E-BP1. L’inactivation de cette petite protéine (1β kDa) est complexe 
et nécessite la phosphorylation successive de deux séries de résidus. Une sérine et une 
thréonine situées dans la partie N-terminale de la protéine doivent d’abord être phosphorylées 
(sites d’amorçage, Thr37 et Thr46). Ces phosphorylations sont réalisées par la kinase mTOR 
dans un complexe mal défini, peu sensible à la rapamycine. Elles n’inactivent pas 4E-BP1 
mais permettent sa phosphorylation sur deux autres résidus situés dans la partie C-terminale 
qui bloquent son activité inhibitrice de la traduction (Thr70 et surtout Ser65). Dans la plupart 
des cellules, ces résidus sont phosphorylés par le complexe mTORC1 et ces phosphorylations 
sont sensibles à la rapamycine. L’équipe a montré que, dans les cellules de LAM, la 
rapamycine ne bloque pas la phosphorylation de ces résidus qui serait contrôlée par Pim-2 
(Fig. 15). Des shRNA dirigés contre Pim-2 diminuent fortement la phosphorylation de 4E-
BP1 et la synthèse protéique dans des cellules de LAM. Néanmoins, l’équipe a montré que 
Pim-2 ne phosphoryle pas directement 4E-BP1 mais semble contrôler l’activité d’une (ou de 
plusieurs) kinase(s) responsable(s) de cet effet (Tamburini et al., 2009a). 
 
Lorsque j’ai commencé ma thèse, aucune kinase contrôlée par Pim-β n’avait été 
identifiée. Pim-2 est surexprimé dans la très grande majorité des blastes de LAM quel que soit 
leur sous-type FAB alors que l’expression de Pim-1 est beaucoup moins constante (Tamburini 
et al., 2009a). Des résultats plus récents du laboratoire, non encore publiés, montrent 
premièrement que l’inactivation de Pimβ par un shRNA inductible provoque l’apoptose des 
cellules de lignées de LAM comme MOLM14 ou MV4.11 et deuxièmement que l’extinction 
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de Pim2 inhibe la formation de tumeurs dans des souris immunodéficientes greffées avec des 
cellules de LAM (Green et al. en préparation). Les résultats obtenus par le laboratoire 
semblent donc confirmer les données bibliographiques et montrent que Pim-2 semble 
constituer une cible thérapeutique potentiellement importante dans la LAM. D’autant plus que 
comme indiqué plus haut, l’invalidation génique de cette kinase ne provoque aucune lésion 
visible chez la souris, suggérant que son inactivation chez les patients devrait entraîner peu 
d’effets secondaires. 
 
 
Fig. 15 : Traduction des ARNm et les cibles thérapeutiques possibles dans les cellules 
cancéreuses. La phosphorylation de 4E-BP1 est critique pour l’initiation de la traduction et 
est contrôlée par mTORC1 dans beaucoup de types cellulaires. Dans les LAM, la 
phosphorylation de 4E-BP1 est indépendante de mTORC1 et résulterait de la 
phosphorylation de la S65 de 4E-BP1 par Pim2. Des thérapies peuvent être développées en 
ciblant eIF4E par la Ribavirin ou l’antisense oligonucléotides (ASO) d’eIF4E ; le 4EGI-1 qui 
se comporte comme un mimétique de 4EBP1 et empêche l’assemblage de eIF4F (complexe 
eIF4E/eIF4G) ; et les Torkinhibs qui sont des molécules ATP compétitives dirigées contre 
mTOR. RAPA, rapalogs; FKBP-12, FK506 binding protein-12; eIF4E, eukaryotic initiation 
factor 4E; 4E-BP1, eIF4E binding protein 1; eIF4G, eukaryotic initiation factor 4G 
(Tamburini et al., 2009b). 
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Le but de mon travail était donc double : d’une part, étudier les mécanismes qui contrôlent 
l’expression et la stabilité de la protéine Pim-β et rechercher l’implication ou non du système 
ubiquitine/protéasome dans sa dégradation, et d’autre part, clarifier les moyens d’action de 
cette kinase en identifiant des substrats de Pim-2, en particulier des kinases pouvant intervenir 
dans la phosphorylation de 4E-BP1 qui contrôle l’intensité de la synthèse protéique en aval de 
Pim-2. Ces protéines peuvent être des substrats mais également des protéines de régulation 
nécessaires à la phosphorylation de ces substrats. Actuellement, peu de protéines associées à 
cette kinase ont été mises en évidence et toutes à partir de formes taggées surexprimées. C’est 
pourquoi une étude complémentaire des protéines associées à Pim2 a aussi été réalisée au 
cours de ma thèse, grâce à la production d’un anticorps immunoprécipitant de la forme 
endogène de Pimβ. Ces informations permettront de mieux comprendre l’intervention de 
Pim2 dans la LAM et à terme d’envisager leurs applications cliniques par des moyens 
thérapeutiques. 
 
III. 2. Système de dégradation d’une protéine 
Le renouvellement d’une protéine au sein d’une cellule se fait par la combinaison de sa 
synthèse et de sa dégradation. La dégradation permet également d’éliminer les protéines 
anormales, ayant subi des altérations, ou accumulées en excès dans la cellule. Il est estimé que 
plus de 80% des protéines intracellulaires sont dégradées par le protéasome (Nencioni et al., 
2006), sachant que la principale voie conduisant à ces dégradations correspond à la voie 
ubiquitine/protéasome. Cependant, la régulation de cette étape peut être beaucoup plus subtile 
qu’il n’y parait car d’autres mécanismes plus ou moins complexes ont été identifiés. 
 
III.2.1. Le protéasome 
Le protéasome correspond à la machinerie protéolytique principale des cellules eucaryotes. Il 
est assez bien conservé au cours de l’évolution puisqu’il est présent chez les tous les 
eucaryotes, les archéobactéries et quelques eubactéries (comme les actinomycètes). En 
revanche, les autres eubactéries ne présentent pas de protéasome mais une simple protéase 
HSlV (ou ClpQ). 
D’un point de vue structurel, le protéasome est constitué de plusieurs éléments. Son 
composant catalytique correspond à une particule de 700kDa sédimentant dans un gradient de 
sucrose avec un taux de sédimentation de β0 Svedberg d’où son nom, la particule β0S. Cette 
particule est elle-même constituée de deux anneaux identiques, chacun formé de sept sous-
unités  séparés par deux anneaux adjacents, formé chacun de sept sous-unités . Ces sept 
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sous-unités  comme les sept  sont identiques chez les archéobactéries mais sont en 
revanche différentes chez les eucaryotes. L’assemblage de ces quatre anneaux révèle une 
forme en « tonneau » de la particule 20S dont la cavité centrale contient six sites catalytiques 
des trois sous-unités 1, 2 et 5 pour les eucaryotes. Ces sous-unités, dont les séquences 
catalytiques sont orientées vers la lumière du cylindre, présentent une activité trypsin-like, 
chemotrypsin-like et caspase-like ne nécessitant pas d’ATP (Hwang et al., 2011; Jariel-
Encontre et al., 2008). 
 
Le protéasome est présent dans le cytoplasme et le noyau de la cellule. Malgré sa fonction 
principale, il n’est pas seulement impliqué dans la dégradation simple de protéines mais 
participe également à la réponse immunitaire adaptative en générant des peptides présentés 
par les molécules de classe I du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité). Cette 
intervention est indispensable pour l’élimination de différents pathogènes infectieux et de 
certaines cellules cancéreuses par le système immunitaire (Rechsteiner and Hill, 2005). 
Beaucoup de protéines identifiées comme régulées par le protéasome correspondent d’ailleurs 
à des oncoprotéines ou des protéines oncosuppressives. D’un point de vue thérapeutique, une 
dérégulation massive de ces protéines par des inhibiteurs du protéasome (comme le 
Velcade®) est plus efficace sur les cellules tumorales que les cellules normales (Nencioni et 
al., 2006). Le Bortezomib (ou Velcade®) est effectivement réputé pour induire sélectivement 
l’apoptose des cellules de Myélome Multiple, où la production de protéines 
d’Immunoglobuline (Ig) est importante. Dans ces cellules, l’utilisation du Bortezomib va 
aboutir à une accumulation d’Ig anormales ou mal repliées plus importante que dans les 
cellules normales. Cette accumulation va induire un stress du réticulum endoplasmique qui va 
déclencher une voie de réponse aux protéines mal repliées UPR (unfolded protein response). 
Cette réponse est associée à la mise en place de protéines chaperonnes, d’enzymes impliquées 
dans le repliement, et finalement dans la mort cellulaire programmée (apoptose) (Dong et al., 
2009). 
 
En dehors de l’intervention d’inhibiteurs, l’activité du protéasome β0S peut également être 
modulée physiologiquement par différents partenaires. Il peut effectivement s’associer de 
façon distincte à trois activateurs : le complexe régulateur 19S (ou PA700), le complexe 
activateur 11S (ou PA28) et le PA200 (Proteasome Activator 200). Mais aussi à deux 
inhibiteurs : PI31 (Proteasome Inhibitor 31) et Pr39 (Jariel-Encontre et al., 2008). 
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L’association du protéasome β0S avec le complexe 19S génère un plus large complexe 
identifié comme le protéasome 26S. Ce protéasome 26S est nécessaire dans la dégradation par 
l’ubiquitine mais serait aussi impliqué dans certaines formes de dégradations indépendantes 
de l’ubiquitine. 
 
III.2.2. Dégradation ubiquitine-dépendante 
a) Voie canonique 
La majorité des protéines destinées à la dégradation sont fixées de manière covalente à des 
molécules d’ubiquitines. Il s’agit d’une protéine de 76 acides aminés qui peut, via sa partie C-
Terminale, se fixer de façon covalente aux acides aminés N-terminaux libres ou 
majoritairement aux lysines de la protéine à dégrader. Avant de se fixer à la protéine cible, 
l’ubiquitine doit être activée par une enzyme E1 ligase (Ube1 ou Ube1-L2) en formant des 
liaisons thioesters avec ces enzymes, puis transférée sur une E2 ligase (environ 30 membres 
chez les mammifères). Pour finir une ou plusieurs E3 ligases, parmi plus de 700 membres 
identifiées chez les mammifères, facilitent le transfert de l’ubiquitine d’une Eβ ligase vers la 
protéine cible par la formation d’un complexe multimoléculaire Eβ-E3 ligase et protéine cible. 
Certaines E3 ligases minoritaires, comme la famille des E3 ligases HECT (comportant une 
trentaine de membres), permettent aussi la fixation directe de l’ubiquitine sur la protéine cible 
sans l’intervention d’une Eβ ligase. 
 
Même si la mono-ubiquitination existe, une poly-ubiquitination de la protéine est nécessaire 
pour sa dégradation. Elle se fait par la formation d’une chaine d’ubiquitines, liées les unes aux 
autres de façon covalente par la Gly76 de leur domaine C-Terminal et une des 7 lysines 
internes (K6, 11, 27, 29, 33, 48 et 63). Il est bien établi que la liaison de la Lys48 cible un 
adressage au protéasome et reste la forme la plus abondante, tandis que la Lys63 est 
impliquée dans des évènements non-protéolytique de l’ubiquitine. Les 5 autres liaisons non-
conventionnelles ne sont pas bien définies mais peuvent également cibler des protéines pour 
la dégradation (Hwang et al., 2011; Jariel-Encontre et al., 2008; Xu et al., 2009). 
Ces ubiquitines permettent ainsi de lier directement la protéine cible au protéasome. 
Néanmoins, d’autres fonctions de l’ubiquitine, comme son intervention dans l’endocytose, ne 
conduisent pas à la dégradation via le protéasome mais par le lysosome. Les molécules 
d’ubiquitines sont retirées de la protéine par des isopeptidases, appelées DUB pour 
déubiquitylases (80 sont connues chez les mammifères), et recyclées (Jariel-Encontre et al., 
2008). 
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Des stratégies spécifiques visant à inhiber la dégradation de protéines par la voie canonique 
ont récemment été envisagées en ciblant une catégorie particulière d’Eγ ligases, les Cullin-
Ring ubiquitin E3 Ligases (CRLs). Il faut savoir que les E3 ligases sont divisées en 3 
familles : la plus grande correspond aux E3 ligases à domaine RING (Really Interesting New 
Gene)-finger, puis les HECT (homologous to E6-AP carboxy terminus) et pour finir les U-
box structurellement proches des RING-finger mis à part le résidu chélatant les métaux. Les 
CRLs sont considérées comme la plus importante sous-famille des E3 ligases à domaine 
RING-finger et nécessitent une modification NEDD8 pour être actives, correspondant à la 
Neddylation. La Neddylation est une modification post-traductionnelle similaire à 
l’ubiquitination puisqu’elle se fait par l’ajout d’une NEDD8, sur une lysine conservée dans les 
cullines, et implique une E1 (NAE) et une Eβ (Ubc1β) spécifiques. L’utilisation d’inhibiteur 
de NAE (NEDD8 Activating Enzyme) permettrait d’empêcher l’ubiquitination de protéines 
reconnues spécifiquement par les CRLs neddylées donc actives (Soucy et al., 2009). L’un 
d’entre eux correspond au MLN49β4 qui se fixe au NAE et empêche son activité. Il s’est 
révélé efficace pour inhiber la croissance d’une variété de lignées cellulaires tumorales 
humaines incluant le colon, le poumon, le myélome et le lymphome ainsi que dans des 
modèles murins. De plus, il est intéressant de noter que le MLN49β4 induit l’accumulation de 
Deptor inhibant ainsi mTORC1 et induisant l’autophagie. De même, HIF1 était accumulé 
sous MLN4924, et bien que sa cible REDD1 (regulated in development and DNA damage 
responses-1) connu pour inhiber mTORC1 par l’activation de TSC1 ne le soit pas, la voie 
HIF1/REDD1/TSC1 est également nécessaire pour l’inactivation de mTORC1 et l’induction 
d’autophagie par le MLN49β4 (Katiyar et al., 2009; Zhao et al., 2012). Plusieurs essais 
cliniques de phase I sont actuellement en cours dont certains sur les LAM. 
Ces données dévoilent une multiplicité d’action de la voie canonique ubiquitine-protéasome. 
 
b) Voie N-End rule 
De nombreux signaux de dégradation ont été explorés depuis plusieurs années comme la voie 
N-End rule. Cette voie correspond à l’identification du résidu amino-terminal d’une protéine 
afin de réguler sa stabilité (Bachmair et al., 1986). La reconnaissance de ces signaux de 
dégradation N-terminaux, connus sous le nom de N-degrons, permet la polyubiquitylation de 
la protéine par des N-recognins correspondant à des E3 ubiquitine ligases reconnaissant les N-
degrons (Kim et al., 2013). 
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Chez les eucaryotes, la voie N-End rule se divise en deux branches complémentaires : la voie 
Arg/N-End rule et la voie Ac/N-End rule. 
 
 Arg/N-End rule pathway : 
La voie Arg/N-End rule correspond à la branche du N-End rule ciblant spécifiquement les 
résidus N-terminaux non-acétylés. Les deux premières études sur la levure S. cerevisae et sur 
des réticulocytes de cellules de mammifères ont utilisé la Galactosidase mutée pour chacun 
de ces résidus N-terminaux pour observer l’effet sur la demi-vie de la protéine préalablement 
déubiquitinée. Ces études ont permis d’identifier 1γ acides aminés déstabilisants sur les β0 
acides aminés fondamentaux (Bachmair et al., 1986; Gonda et al., 1989). 
 
8 de ces acides aminés déstabilisants sont reconnus directement par une N-recognin (UBR1) 
et sont considérés comme primaires (Arg, Lys, His, Leu, Ile, Phe, Tyr et Trp). 5 sont 
considérés comme secondaires ou tertiaires (Asn, Gln, Glu, Asp et Cys) car ils nécessitent 
d’être modifiés par déamidation spontanée (Gln et Asn convertit en Glu et Asp) et 
arginylation (ajout d’une Arg sur Asp, Glu et Cys) par l’arginyltransférase, une enzyme qui 
utilise un arginyl ARNt comme co-substrat, avant d’être reconnu par UBR1. Seule la cystéine 
présente une particularité supplémentaire puisqu’elle doit être oxydée par l’oxyde nitrique 
(NO), une réaction correspondant à la S-Nitrosylation, avant d’être arginylée (Hu et al., 
2005). Au contraire les acides aminés Met, Ala, Val, Ser, Thr, Gly et Pro sont considérés 
comme stabilisants dans ce système. 
 
 Ac/N-End rule pathway : 
La seconde branche est la voie Ac/N-End rule qui nécessite l’acétylation de la partie N-
terminale par l’ajout d’un groupement acétyle (COCH3). L’acétylation sur l’amine en position 
 des lysines internes est un phénomène réversible par l’intervention de déacétylases, ce qui 
n’est pas le cas en ce qui concerne l’acétylation de la région N-Terminale d’une protéine. 
Approximativement 90% des protéines humaines sont ainsi acétylées de façon irréversible en 
N-terminal (Shemorry et al., 2013). Cette acétylation de la région N-terminale est co-
traductionnelle. 
En effet, l’intervention de Met-aminopeptidases permet le clivage de la Méthionine (Met) 
codée par le codon initiateur (AUG) de l’ARNm permettant sa traduction. Ce clivage 
s’effectue à la condition que le résidu suivant la méthionine présente une petite chaine 
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latérale, c’est-à-dire un acide aminé Ala, Val, Ser, Thr, Cys, Gly ou Pro. Tous ces résidus, 
ainsi que les méthionines non clivées, sont ensuite les cibles d’une acetyltransférase N-
terminale responsable de l’acétylation. Ces N-degrons acétylés vont agir de façons 
déstabilisantes pour la protéine car ces nouveaux signaux de dégradation sont ciblés par 
l’ubiquitine ligase Doa10 (TEB4 ou MARCH6 chez l’homme), permettant la 
polyubiquitylation et la dégradation par le protéasome (Hwang et al., 2010). 
Comme précisé plus tôt, l’acétylation de la région N-terminale d’une protéine est irréversible. 
La seule manière possible de la protéine pour réprimer cette reconnaissance par TEB4 est 
donc de limiter l’accès à sa région N-terminale par repliement moléculaire ou par l’interaction 
avec une autre protéine (Fig. 16). C’est ce qui a été montré pour Cog1 (Golgi localized 
complex 1) dont la région N-terminale acétylée est recouverte par ses partenaires Cog2 et 
Cogγ, révélant le premier exemple d’une régulation physiologique d’un N-degron acétylé par 
la présence de ses partenaires (Shemorry et al., 2013). 
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Fig. 16 : Régulation de la voie Ac/N-End rule et complémentarité avec la voie Arg/N-End 
rule. (A) La reconnaissance d’une protéine avec une méthionine non-acétylée par la voie 
Arg/N-End rule et celle d’une protéine dont la méthionine est acétylée par la voie Ac/N-End 
rule souligne la complémentarité de ces deux voies dans la dégradation d’une protéine. 
L’acétylation de la région N-terminale d’une protéine étant principalement co-
traductionnelle, la modification post-traductionnelle d’une méthionine non-acétylée par une 
Nt-acétylase est indiquée en pointillés. (B) Ce diagramme présente la dynamique d’une 
protéine acétylée en N-Terminale vis-à-vis de la voie Ac/N-End rule en fonction de son 
association avec un partenaire protégeant sa région N-Terminale ou bien de la N-recognin 
aboutissant à sa dégradation par le protéasome (Kim et al., 2013). 
 
La combinaison de ces deux branches du « N-End rule », intervenant de façon 
complémentaire dans la dégradation des protéines de courte demi-vie, met en évidence que 18 
des 20 acides aminés existants dans le code génétique peuvent agir comme des signaux 
déstabilisants, tandis que seuls la Proline et la Glycine sont stabilisantes. 
 
III.2.3. Dégradation ubiquitine-indépendante 
La dégradation d’une protéine peut aussi s’effectuer de façon autonome et directement via 
l’association à la particule β0S, surtout qu’une large fraction (environ γ0%) de protéasome 
20S est trouvée libre in vivo donc non-associée à des protéines régulatrices. Cependant, 
l’association de certaines des protéines régulatrices du protéasome peuvent également 
favoriser la dégradation ubiquitine-indépendante. En effet, le complexe 19S dispose, en 
supplément d’un site de reconnaissance de l’ubiquitine, de six sous-unité ATPases et 3 non-
ATPases. Ce sont ces sous-unités ATPases qui permettent lors de l’hydrolyse d’ATP de 
« déplier » les protéines permettant ainsi leur entrée dans le site catalytique du protéasome 
(Jariel-Encontre et al., 2008). 
Plusieurs systèmes sont donc envisageables (Fig. 17). Une dégradation liée à la présence de 
complexe régulateur et activateur du protéasome facilitant l’adressage au protéasome 
indépendamment de l’ubiquitine, ou une dégradation autonome d’une protéine associée 
directement au protéasome β0S ou associée indirectement par l’intervention d’une protéine 
partenaire. 
 
Le cas de la protéine p5γ illustre ce dernier exemple, puisqu’il a été suggéré que p5γ pouvait 
être dégradé directement par le protéasome 20S. Ce processus a été mis en évidence par la 
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NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 (NQO1) qui inhibe cette dégradation par sa capacité de 
fixer p53 et le protéasome 20S mais pas le protéasome 26S. NQO1 est ainsi présenté comme 
un gatekeeper de la dégradation par le protéasome 20S des protéines à courtes demi-vie. 
Mais de façon encore plus intéressante, il a été montré que la dégradation de p53 par le 
protéasome 20S est liée aux régions N-Terminales et C-Terminales déstructurée de p53 
(Asher and Shaul, 2005). Ces régions non-structurées seraient effectivement liées à une 
reconnaissance “par défaut” par le protéasome β0S. 
La protéine p5γ pouvant également être dégradée par l’ubiquitylation de ses lysines via l’Eγ 
ligase MDM2 (voie canonique), elle peut donc être la cible de multiple voie de dégradation ce 
qui soulève l’importance des signaux de dégradation d’une protéine, en particulier sur leur 
région N-Terminale. 
 
 
Fig. 17 : Modèles pour la dégradation du protéasome indépendante de l’ubiquitine. A- 
Association de la protéine cible au protéasome 20S : Cette association peut être directe et 
autonome (i), directe mais médiée par une protéine accessoire (ii), ou indirecte mais médiée 
par une protéine accessoire (iii). B- Association de la protéine cible à un complexe activateur 
du protéasome : Par le complexe régulateur 19S soit indépendamment (iv), avec une protéine 
accessoire (v), ou après la conjugaison avec une protéine UBL (Ubiquitin-Like) (vi), aussi 
bien que par association directe avec le complexe activateur PA28 (vii) (Hwang et al., 2011). 
 
De même, l’Apomyoglobine a récemment été établie comme un nouveau modèle de substrat 
pour la dégradation par le protéasome de façon ubiquitine-indépendante. Cette dégradation 
ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
76 
 
serait liée à la reconnaissance d’une région interne non-structurée de la protéine par le 
protéasome β6S. L’activité ATPase du complexe 19S peut faciliter cette dégradation en 
permettant de déplier la région non-structurée. Si la séquence est assez longue elle peut 
atteindre le site catalytique du protéasome 20S et conduit à la dégradation de la protéine sans 
intervention d’ubiquitine ou de protéines adaptatrices (Singh Gautam et al., 2012). 
 
III. 3. Apport de la protéomique et développement de la méthode SILAC 
III.3.1.La spectrométrie de masse et le phosphoprotéome 
La protéomique est un domaine scientifique qui correspond à l’étude de l’ensemble des 
protéines d’une cellule, d’un organite ou d’un fluide biologique à un instant donné. 
L’identification de protéines, que ce soit comme biomarqueur dans des conditions biologiques 
particulières, comme partenaire d’une protéine donnée, ou pour l’étude de leurs modifications 
post-traductionnelles (acétylation, méthylation, phosphorylation, …) constitue un enjeu 
majeur dans la recherche scientifique actuelle. De nombreuses techniques permettent 
d’étudier les protéines mais une des plus pointues correspond à la spectrométrie de masse 
(MS). La spectrométrie de masse est connue depuis le début du 20ème siècle, elle a d’abord 
servie aux physiciens pour déterminer la masse des isotopes atomiques puis aux chimistes 
pour contribuer à établir la structure des molécules. Son utilisation en biologie est restée 
longtemps limitée. Les molécules, quelles qu’elles soient, doivent d’abord être ionisées pour 
être analysées par spectrométrie de masse. Les méthodes d’ionisation dont on disposait jusque 
dans les années 1980 étaient destructrices pour les molécules fragiles de la biologie. C’est la 
mise au point de deux techniques d’ionisation douce, basées sur des principes totalement 
différents : l’ionisation MALDI et l’électrospray (ESI), qui va permettre l’application de cette 
technique à la biologie. Son développement va être extrêmement rapide, d’une part grâce à la 
disposition préalable de banques de données génomiques ou transcriptomiques issues du 
séquençage des acides nucléiques qui sont nécessaires à l’analyse des données de 
spectrométrie de masse, et d’autre part par le développement de nouveaux matériels de plus 
en plus sensibles et précis mais surtout de plus en plus rapides. Cette rapidité d’analyse est un 
des critères majeurs et qui reste encore limitant pour une analyse exhaustive des protéomes. 
Globalement, on peut considérer aujourd’hui que l’application des techniques de la 
spectrométrie de masse à l’analyse des protéines a constitué, en biochimie des protéines, en 
une révolution comparable à celle introduite en génétique par la mise au point des techniques 
de séquençage de l’ADN dans les années 70. 
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a) Principe de la spectrométrie de masse et matériel utilisé 
Le principe de cette technique consiste à séparer en phase gazeuse des molécules chargées 
(ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z), d’où l’importance d’une très bonne 
mesure de masse dont la précision en partie par million (ppm) est calculée selon la formule 
suivante : 
Précision (ppm) = 106 x (mmesurée - mthéorique) / mthéorique 
 
L’identification des protéines se fait principalement par une approche ascendante de 
cartographie peptidique (Bottom Up), ce qui nécessite préalablement le clivage des protéines 
en peptides par une enzyme de digestion avant analyse en spectrométrie de masse. Les 
analyses actuelles reposent essentiellement sur une approche de type « peptide sequence tag » 
ou globalement la masse d’un peptide contenu dans un mélange comportant éventuellement 
de nombreux autres peptides est d’abord déterminée (mesure MS) puis le peptide est isolé 
dans le spectromètre de masse, cassé par diverses méthodes (détaillée ci-après). La masse de 
ses fragments est alors mesurée (mesure MS/MS ou MS2). La masse précise du peptide (ion 
parent) et celles de ses fragments (ions fils) sont comparées avec des banques de données 
théoriques de protéines, établies à partir des données de séquençages des génomes ou des 
transcriptomes. Chacune des protéines de cette banque subit deux traitements in silico : une 
digestion par l’enzyme protéolytique qui a été utilisée et chaque peptide est fragmenté selon 
les cassures généralement obtenues par la méthode de fragmentation utilisée. Les fragments 
mesurés dans le spectromètre de masse sont ensuite comparés à l’ensemble des fragments 
théoriques de cette banque pour identifier le peptide et par extension la protéine. Les 
modifications post-traductionnelles comme les phosphorylations qui provoquent des 
modifications de masses sont analysables par le même principe. 
 
L’appareil utilisé pour nos analyses sur la plateforme protéomique γP5 de l’Université Paris 
Descartes correspond au LTQ Velos Orbitrap (Fig. 18) et présente une précision d’environ 
2ppm. 
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Fig. 18 : Schéma des différents compartiments du spectromètre de masse LTQ Velos 
Orbitrap. L’ionisation se fait sous forme liquide et les ions sont dispersés en aérosol par 
Electrospray (ES). Les anneaux empilés qui guident les ions (S-Lens) augmentent le flux 
ionique de l’ES à la trappe linéaire par un facteur de 5 à 10. La double trappe linéaire est 
ensuite capable de piéger efficacement les ions et de les activer (fragmenter) dans la cellule à 
forte pression (High pressure cell) par CID. La seconde cellule à faible pression (Low 
pressure cell) permet de mesurer rapidement le rapport m/z des ions. La C-trappe permet de 
regrouper les ions avant de les injecter. La cellule de collision HCD et le multipôle de 
transfert du système ETD permettent respectivement de fragmenter les ions pour une analyse 
dans la partie Orbitrap et de transférer les ions fluoranthènes émis par le système ETD vers 
la trappe linéaire. 
 
L’Orbitrap que j’ai utilisé est composé de trois modules connectés par différents systèmes, 
assurant un transfert optimal des ions peptidiques.  
 
Le premier analyseur, situé après la source d’ionisation par nano-électrospray, est une trappe 
linéaire (LTQ « Velos »). Cet analyseur possède une résolution médiocre mais est très rapide. 
Il peut fonctionner de façon autonome et peut mesurer, sélectionner et fragmenter des ions. 
Dans un Orbitrap de ce type, la sélection des ions à fragmenter ne peut s’effectuer qu’au 
niveau de cette trappe linéaire. La trappe linéaire peut effectuer des séquences 
sélection/fragmentation successives : un ion parent est d’abord fragmenté en plusieurs ions 
fils, la masse des fragments obtenus est mesurée (MS/MS) puis un ion fils est à son tour 
sélectionné, fragmenté et la masse des ions « petits-fils » est mesurée (MS/MS/MS). Le cycle 
peut se reproduire plusieurs fois (en théorie du moins car en pratique l’intensité du signal 
baisse assez rapidement). J’ai utilisé cette capacité de fragmentations successives pour 
l’analyse des phosphopeptides (voir plus loin). 
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Le second analyseur est l’Orbitrap au sens strict. Cet analyseur présente une très grande 
résolution (R=(m/z)/∆(m/z)) or plus la résolution est élevée et plus l’analyseur permet de 
distinguer des rapports m/z proches. L’Orbitrap que j’ai utilisé présente une résolution de 
l’ordre de 100 000 mais les nouvelles versions atteignent déjà 450 000 à m/z=400. Dans cet 
analyseur, les ions orbitent dans la cellule et se déplacent latéralement le long de l’électrode 
central. Pour chaque paquet d’ions homogène, la fréquence angulaire ω de son déplacement 
est fonction de son rapport m/z (ω=√(k/(m/z)) où k est une force constante de potentiel 
electrostatique). Le courant induit par ces déplacements ioniques est enregistré, et son analyse 
mathématique par transformée de Fourier permet la détermination du rapport m/z de chaque 
paquet d’ions. Comme pour tout système utilisant ce type de mesure, la précision est 
dépendante de la durée de la mesure (R = 500/ms dans la dernière version de l’orbitrap). La 
précision maximale ne pourra donc être obtenue qu’après une mesure suffisamment longue, 
au détriment de la rapidité. Aucune sélection d’ion ne peut être effectuée au niveau de cet 
analyseur. 
 
Le troisième module est un système permettant des fragmentations par transfert d’électrons 
(ETD). Ce système produit des anions radicalaires de type fluoranthène capables, par transfert 
d’électrons, de casser la liaison peptidique en préservant les modifications post 
traductionnelles portées par les chaînes latérales des acides aminés. La fragmentation est 
réalisée dans la partie trappe linéaire et les fragments de cassure produits sont de type c et z 
(Fig.19).  
 
 
Fig. 19 : Les différents fragments de cassure. A- 3 paires de types d’ions (a/x, b/y et c/z) sont 
obtenus selon le point de cassure des peptides lié à la méthode de fragmentation utilisée. Les 
acides aminés 1, 2 et 3 diffèrent par leur chaine latérale R1, R2 et R3. B- Les cassures 
majoritaires aboutissant aux ions b et y sont situées entre la région C-ter d’un acide aminé et 
la région N-ter de l’autre acide aminé correspondant aux liaisons les plus faibles nécessitant 
moins d’énergie pour les casser. 
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Enfin, la machine dispose d’une dernière possibilité de fragmentation, une cellule à haute 
énergie (HCD), à l’intérieur de laquelle une fragmentation par collision avec des molécules de 
gaz est réalisée permettant d’obtenir des ions de type b et y, mais aussi a et x pour les plus 
fortes énergies. Les ions fils produits sont injectés dans la partie Orbitrap pour la mesure de 
leur rapport m/z. La résolution nécessaire sur ces fragments de cassure n’est en général pas 
très élevée, de l’ordre de 7500, ce qui permet d’accélérer les cycles d’identification. 
 
Pour résumer, la machine est donc relativement complexe et présente plusieurs possibilités de 
fragmentation des ions : 
1- une sélection, une fragmentation par collision (CID) et une analyse dans la trappe linéaire. 
Cette fragmentation peut éventuellement être répétée de façon séquentielle sur des ions issus 
de fragmentations préalables (MSn). La fragmentation par CID produit essentiellement des 
ions b et y. 
2- une sélection dans la trappe linéaire, un transfert et une fragmentation à plus forte énérgie 
de type CID dans la cellule HCD, puis une analyse dans la partie Orbitrap après passage des 
ions par la C-trappe. L’un des avantages de cette option est la possibilité d’analyser des ions 
fils de rapport m/z très petit par rapport à celui de l’ion parent, ce que ne permet pas une 
fragmentation CID dans la trappe linéaire. Pour cette raison, cette option est en particulier 
choisie pour quantifier les rapporteurs dans les expériences de type ITRAQ. 
3- une sélection, une fragmentation par ETD dans la trappe linéaire avec analyse des 
fragments dans la trappe linéaire ou dans la partie Orbitrap après passage par la C-trappe. 
 
L’appareil peut réaliser des mesures de façon simultanée dans la trappe linéaire et dans la 
partie Orbitrap (Fig. β0). Cette option est fréquemment utilisée pour l’analyse des mélanges 
complexes : une mesure très précise des ions présents dans le mélange injecté est réalisée dans 
la partie Orbitrap et pendant que cette mesure est réalisée, les 20 ions les plus abondants sont 
successivement sélectionnés, fragmentés par CID et les valeurs m/z de leurs fragments de 
cassure sont mesurées dans la trappe linéaire. Une liste d’exclusion permet de ne pas 
fragmenter des contaminants fréquents et les ions qui viennent d’être fragmentés sont en 
général exclus de la fragmentation pendant un temps défini par l’utilisateur. 
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Fig. 20 : Deux modes de fonctionnements du spectromètre de masse LTQ Velos Orbitrap 
(adapté de Olsen et al., 2009). A- Méthode Top 20 CID-MS/MS : Un scan global des ions MS 
est réalisé dans l’Orbitrap avec une résolution de 60 000 (à m/z=400) en 1 seconde, pendant 
que les 20 ions les plus intenses sont analysés en MS/MS par fragmentation CID dans la 
double trappe linéaire ionique en moins de 3 secondes (temps maximal autorisé, dépendant 
largement du temps nécessaire pour sélectionner suffisamment d’ions avant fragmentation et 
pouvant donc être plus court si les ions sont abondants). B- Méthode Top 10 HCD-MS/MS : 
Un scan global des ions MS est réalisé dans l’Orbitrap avec une résolution de 30 000 (à 
m/z=400) en 0,5 seconde. Les 10 ions les plus intenses sont ensuite sélectionnés dans la 
trappe linéaire et envoyés vers la cellule HCD pour être fragmentés puis analysés sur 
l’orbitrap avec une résolution de 7 500 (à m/z=400). Le temps de cycle maximum est de 2,6 
secondes. 
 
Les phosphopeptides posent des problèmes spécifiques d’analyse. Les peptides phosphorylés 
s’ionisent généralement moins bien que les mêmes peptides qui ne portent pas de phosphate 
et, dans les cellules, pour chaque résidu phosphorylable, la proportion de peptides 
phosphorylés est généralement faible (« stœchiométrie » de la phosphorylation). Ces 
caractéristiques rendent généralement nécessaire la sélection préalable des peptides 
phosphorylés. Les techniques d’enrichissement des peptides phosphorylés sont exposées dans 
la partie suivante. Par ailleurs, les phosphates portés par des sérines ou des thréonines sont 
plus fragiles que les liaisons peptidiques lors de la fragmentation de type CID. Le phosphate 
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est éliminé du peptide sous une forme non chargée (perte de neutre) de 98 Da. Cette 
modification constitue en soi une preuve de la présence d’un phosphate mais les spectres de 
fragmentation sont alors peu riches et ne permettent pas toujours l’identification du peptide et 
le positionnement correct du phosphate. Les appareils de type trappe ionique permettent de 
refragmenter l’ion ayant subit une perte de neutre (Olsen and Mann, 2004; Schroeder et al., 
2004). Il a été montré que l’analyse était plus efficace si les ions ayant subit une perte de 
neutre étaient refragmentés sans être sélectionnés au préalable (technique MSA : MultiStage 
Activation ou pseudo MS3) (Schroeder et al., 2004). Le spectre final est donc un spectre 
composite rassemblant les ions issus des différentes fragmentations. La liaison des phosphates 
avec des tyrosines est beaucoup plus solide et ne produit généralement pas de perte de neutre. 
Les peptides phosphorylés contiennent souvent plusieurs résidus susceptibles de porter le 
phosphate. L’identification du résidu phosphorylé est alors d’autant plus difficile que les 
résidus phosphorylables sont proches. Il est en effet nécessaire de disposer d’au moins un 
fragment avec une cassure entre les résidus phosphorylables pour positionner sans ambiguïté 
le phosphate. Il arrive fréquemment que le peptide et la présence de la phosphorylation soient 
identifiés sans ambiguïté mais que le phosphate ne puisse être positionné de façon absolue et 
que plusieurs solutions soient possibles, avec des probabilités éventuellement différentes. La 
fragmentation par ETD permet en théorie de surmonter cette difficulté. En pratique, ce type 
de fragmentation s’est révélée beaucoup moins efficace dans nos mains que les 
fragmentations de type CID mais a parfois permis d’identifier des sites de phosphorylation 
suppléméntaires. 
 
b) Enrichissement des phosphopeptides 
Les peptides présentant des sites de phosphorylation étant de faible abondance dans le 
protéome total, j’ai dû au cours de ma thèse mettre au point une méthode d’enrichissement 
des peptides phosphorylés. Plusieurs méthodes de purification des phosphopeptides sont déjà 
bien connues dans les données bibliographiques. 
Pour commencer, un fractionnement du mélange complexe protéique digéré peut être réalisé 
par chromatographie sur résine échangeuse de cations (donc chargée négativement). En effet, 
un peptide issu d’une digestion par la trypsine présente au moins deux charges positives à pH 
acide (~2) car le groupe N-terminal et les acides aminés lysine ou arginine en C-terminal sont 
protonés (ajout de H+). Si le peptide est phosphorylé, la présence du groupement phosphate 
charge négativement le phosphopeptide dont la charge est donc réduite. Cette différence de 
charge permet d’éluer préférentiellement les phosphopeptides selon un gradient de pH 
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(Beausoleil et al., 2004). D’autres méthodes comme le HILIC (Chromatographie Liquide par 
Interaction Hydrophile) sont basées sur le caractère hydrophile des phosphopeptides en 
solution organique qui sont éluées par un gradient de solvant aqueux (McNulty and Annan, 
2008). Ces méthodes permettent ainsi de décomplexifier l’échantillon. 
Des techniques de purification basées sur des colonnes de chromatographie d’affinité par 
métaux immobilisés (IMAC) ou oxydés (MOC), ont également été développées dans ce but. 
Les IMAC sont basés sur la haute affinité des phosphates à des ions métaux trivalent comme 
le Fe3+, Ga3+, Al3+ et Zr3+ (Andersson and Porath, 1986; Posewitz and Tempst, 1999) tandis 
que les MOC sont basées sur des métaux comme le dioxyde de titane (TiO2) ou le dioxyde de 
zirconium (ZrO2) qui sont oxydés (Kweon and Håkansson, 2006; Larsen et al., 2005). Un 
autre système plus ciblé a fait ses preuves pour la purification spécifique des résidus 
phosphotyrosines. Un anticorps anti-phosphotyrosine est utilisé après digestion des protéines 
pour isoler les phosphopeptides ciblés par les tyrosines kinases (Rush et al., 2005). Le même 
principe a permis d’analyser les modifications de phosphorylations induites par différents 
RTK (MET, EGFR, et PDGFR) dans des cellules de cancers épithéliaux en utilisant des 
anticorps qui reconnaissent principalement les séquences phosphorylées par Akt mais aussi 
par la p70S6K et la p90RSK (et probablement d’autres kinases dont les Pim kinases) (Moritz 
et al., 2010). L’analyse couplée à un marquage SILAC dont le principe sera détaillé ci-après a 
permis d’identifier plus de β00 protéines dont la phosphorylation était régulées par ces RTK 
et l’utilisation d’inhibiteurs de différents relais (wortmannin, rapamycine, U01β6) a fourni des 
indications sur les relais directs des RTK qui contrôlent la phosphorylation de ces protéines. 
Une analyse globale dont les résultats nous semblent particulièrement importants a été publiée 
fin β010 par l’équipe de S. Gygi (Huttlin et al., 2010). Au cours de cette étude, 36 000 sites de 
phosphorylation répartis sur 6 300 protéines ont été identifiés à partir de 9 organes différents 
de la souris (foie, cerveau, coeur, poumons, rein, pancréas, rate, testicule, graisse brune). La 
répartition des sites phosphorylés sur les trois acides aminés phosphorylables chez les 
mammifères était semblable dans les différents tissus et suivait une hiérarchie classique (83% 
de sérines, 15% de thréonines et 2% de tyrosines). La plupart des phosphoprotéines identifiées 
contenait plusieurs sites de phosphorylations et plus de 14 sites différents avait été identifiés 
dans cette analyse pour 10% d’entre elles. L’analyse de la structure secondaire des régions 
portant ces phosphorylations montrait qu’à l’exception notable des sites de phosphorylations 
situés dans les boucles d’activation des kinases elles-mêmes, la très grande majorité des sites 
de phosphorylations identifiés se trouvait dans des régions désorganisées, sans structure 
secondaire identifiable. En moyenne, 10 000 sites de phosphorylations ont été identifiés dans 
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chaque organe. De façon inattendue, les auteurs montrent une énorme différence du 
phosphoprotéome dans les différents tissus et seulement 3% des 36 000 sites identifiés ont été 
retrouvés dans les 9 organes analysés alors que 50% des sites paraissent spécifique d’un 
organe. Une partie de cette spécificité tissulaire apparente des sites de phosphorylation est 
probablement liée à l’identification non exhaustive de ces sites dans l’analyse rapportée. 
Ainsi, il a été bien montré par Kettenbach et Gerber (Kettenbach and Gerber, 2011) que la 
répétition des analyses permet d’augmenter de façon importante le nombre de 
phosphopeptides identifiés à chaque répétition alors qu’il semble qu’un réplica seulement ait 
été réalisé par le groupe de Gygi. Néanmoins, les auteurs ont réalisé parallèlement une 
analyse protéomique globale de chaque organe qui a conduit à l’identification de plus de 
12 000 protéines et ils notent que la spécificité tissulaire importante qu’ils observent pour la 
phosphorylation n’est pas corrélée à une spécificité d’expression. Plus du tiers des protéines 
pour lesquelles ils ont observé une phosphorylation spécifique d’un organe sont en fait 
exprimées dans les 9 organes analysés, montrant ainsi que beaucoup plus que l’expression des 
protéines, leurs modifications post traductionnelles reflètent la spécificité de chaque organe et 
sont probablement en partie responsables de leur spécificité de fonctionnement. 
 
Un aspect important de la protéomique correspond au fait que les analyses par spectrométrie 
de masse peuvent permettre de quantifier les peptides et donc les phosphopeptides. La 
multiplication des méthodes de purification et d’analyse des phosphopeptides en 
spectrométrie de masse observée au cours de ces dernières années a ainsi permis le 
développement important de la phosphoprotéomique dite quantitative. Au cours de mon année 
de début de thèse une étude a décrit la quantification de 20 443 sites de phosphorylation 
uniques sur 6 027 protéines en comparant les phases du cycle cellulaire (Olsen et al., 2010). 
Un autre exemple très récent a permis l’identification de γγ5 protéines régulées par les deux 
complexes mTOR, dont la protéine CAD responsable de la synthèse des pyrimidines via la 
phosphorylation par la p70S6K (Robitaille et al., 2013). Ces deux exemples illustrent, à 
quelques détails près, les étapes que j’ai utilisées dans mon projet. C'est-à-dire une 
chromatographie échangeuse de cations suivie consécutivement de deux purifications 
complémentaires par IMAC Fer et TiO2 pour chaque fraction avant de les analyser par 
spectrométrie de masse sur l’Orbitrap. Mais font surtout usage d’une méthode de marquage 
métabolique que nous avons utilisé, le SILAC. 
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III.3.2. Stable Isotope Labelling by Amino acid in Cell culture (SILAC) 
La quantification en protéomique peut se faire de manière relative (proportion par rapport à 
un repère) ou absolu (mesure réelle dans l’échantillon) selon plusieurs techniques disponibles 
(Fig. β1). La quantification sans marquage (label free) est une méthode basée sur l’analyse 
séparée de deux échantillons par MS et sur la comparaison directe de l’intensité normalisée 
des signaux. L’utilisation de « spiked peptides » correspond à ajouter des peptides 
synthétiques de concentration connue, comme contrôle interne dans un échantillon 
peptidiques à analyser afin de pouvoir comparer l’abondance des ces peptides. Cette 
technique ne nécessite pas non plus de marquer les échantillons à analyser. En revanche, dans 
le cas des marquages chimiques, il est possible de différencier au moins deux échantillons 
mélangés ensemble en quantité équivalente. Ces marquages peuvent s’effectuer après 
digestion sur les peptides, c’est le cas de la méthode iTRAQ (isobaric Tags for Relative and 
Absolute Quantitation), ou avant digestion sur les protéines comme pour la méthode ICAT 
(Isotope-Coded Affinity Tags). L’avantage de marquer chimiquement les protéines le plus tôt 
possible dans le processus expérimental est de pouvoir traiter les différentes conditions dans 
un même échantillon, limitant ainsi le risque de biais technique et donc quantitatif entre les 
échantillons. 
 
Fig. 21 : Méthode quantitative de spectrométrie de masse. Les boites bleues et jaunes 
représentent deux conditions expérimentales différentes. Les lignes horizontales indiquent 
quand les échantillons sont mélangés et les lignes en pointillées représentent les étapes 
expérimentales où des biais techniques peuvent modifier la variation et donc la quantification 
des échantillons (Bantscheff et al., 2007). 
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Les variations de modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation étant 
faiblement représentées dans l’ensemble du protéome, nous avons opté pour une méthode de 
marquage métabolique, le SILAC (Stable Isotope Labelling by Amino acid in Cell culture). 
Le SILAC est une technique qui, comme son nom l’indique, utilise des acides aminés 
isotopiques stables incorporés dans le milieu de culture des cellules vivantes (Fig. 22). Ces 
acides aminés modifiés s’intègrent ainsi au protéome de la cellule de façon naturelle lors de la 
traduction, permettant à terme le renouvellement de toutes les protéines en condition SILAC. 
Les acides aminés modifiés utilisés dans mon cas correspondent à une Lysine (K) alourdie de 
8 Daltons par le remplacement de 6 atomes de carbone (12C) et β atomes d’azote (14N) par des 
isotopes lourds (13C et 15N), et à une Arginine (R) alourdie de 6 Daltons par le remplacement 
de 6 atomes de carbone. C’est pourquoi l’on peut distinguer les isotopes lourds (13C6,15N2-
Lys et 13C6-Arg) des isotopes légers (Lys et Arg normaux). L’intégration totale de ces acides 
aminés lourds nécessite évidemment de supprimer l’apport en Lys et Arg normales, c’est 
pourquoi le milieu utilisé doit être déprivé en acide aminé (K ; R) et le Sérum de Veau Fœtal 
(SVF) ajouté doit être dialysé (Harsha et al., 2008). De plus, le phénomène de conversion 
métabolique de l’Arginine en Proline observé dans certains types cellulaires (HeLa et 
HEK293) peut également limiter la précision de quantification. Par précaution, ce phénomène 
est évité en saturant le milieu en Proline (Ong and Mann, 2007). 
 
Cette méthode à l’avantage de traiter les protéines issues des différentes conditions 
expérimentales (H et L) d’une façon strictement identique, puisque les protéines sont 
mélangées en quantité équivalente (H+L à 50/50) après dosage protéique mais avant la 
digestion en peptides. Cette digestion est réalisée par la Trypsine qui clive les liaisons 
peptidiques C-terminales des Lysines et Arginines. Puis l’enrichissement des phosphopeptides 
est effectué comme décrit précédemment. Ceci nous permet d’obtenir une multitude de 
phosphopeptides présentant au minimum un acide aminé lourd (H) ou léger (L), dans le but de 
distinguer leur origine expérimentale. 
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Fig. 22 : Plan expérimental de l’intégration SILAC. L’adaptation en SILAC se fait au cours 
du turn-over naturel des protéines et l’intégration complète des acides aminés lourds ou 
légers dans le protéome nécessite environ 5-6 passages cellulaires. L’étape d’amplification 
permet d’obtenir une quantité de cellules et donc de protéines suffisante pour l’ensemble des 
étapes suivantes. L’invalidation de Pim2 se fait de façon inductible sur la nuit (~12h) afin 
d’éviter l’entrée en apoptose des cellules leucémiques. Puis les cellules sont lysées, les 
protéines traitées et dosées afin de mélanger les conditions en quantité équivalente avant de 
les digérer et de poursuivre par les étapes d’enrichissement de phosphopeptides. 
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PARTIE II : RESULTATS 
I. Article 1 : Control of Pim2 kinase stability and expression in 
transformed human hematopoietic cells. 
I.1. Introduction 
 
L’objectif de cette première étude était de déterminer les mécanismes qui contrôlent 
l’accumulation de Pimβ et en particulier la dégradation rapide de ses trois isoformes, très 
représentées dans les LAM. En effet, alors que la régulation de la transcription de Pim1, de la 
stabilité de son ARN messager et de sa traduction ont été étudiées en détails, celles de Pim2 
sont beaucoup moins claires et de nombreuses données obtenues pour Pim1 sont fréquemment 
considérées comme valides pour Pimβ sans qu’il ait été vérifié soigneusement que c’était 
effectivement le cas. Nos résultats montrent qu’en réalité, plusieurs mécanismes de régulation 
démontrés pour Pim1 ne semblent pas s’appliquer à Pimβ.  
 
Initialement, l’étude devait être limitée aux cellules de leucémie aiguë myéloïde mais il est 
rapidement apparu que les inhibiteurs de protéasome en général et le bortezomib en particulier 
induisaient rapidement une forte accumulation de formes actives de Pim2. Le bortezomib est 
utilisé pour le traitement du myélome multiple et Pim2 est un facteur de survie important pour 
ces cellules (Asano et al., 2011; Lu et al., 2013). Devant ce constat, nous avons décidé 
d’étendre notre analyse aux cellules de myélome multiple. Trois lignées cellulaires de 
myélome (RPMI 866, U266 et AMO1) ont été analysées avec des cellules de LAM 
« classiques » (MOLM14 et MV4.11) qui présentent toutes les deux une mutation de FLT3 de 
type ITD provoquant son activation constitutive. Par ailleurs, une lignée de LAM moins 
classique, de type M7 (mégacaryoblastique), mais dépendante de l’Epo pour sa survie et sa 
prolifération, UT-7, a été aussi étudiée. Cette lignée dont la signalisation intracellulaire est 
bien connue dans le laboratoire où j’ai effectué ma thèse présente l’avantage d’être totalement 
dépendante de facteurs de croissance exogènes (Epo, SCF, IL3, GM-CSF....) pour l’activation 
de ses principaux relais de signalisation intracellulaire (voies ras/Erk, PI3K/Akt et STATs). 
Globalement, nous avons mis en évidence que la régulation de Pim2 paraît se faire 
essentiellement voire exclusivement au niveau de l’accumulation des ARN messagers, très 
vraisemblablement par le biais d’un contrôle transcriptionnel de l’expression du gène Pim2 
par STAT5. Ni la traduction des ARN messagers, ni la stabilité des différentes isoformes ne 
semblent modulées par la signalisation intracellulaire. Par ailleurs, nos résultats suggèrent 
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fortement que la dégradation de Pim2 par le protéasome pourrait se faire par un mécanisme 
qui n’implique pas l’ubiquitination préalable de la protéine. 
 
Ce travail a fait en partie l’objet d’une publication actuellement en soumission. 
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Background : The constitutively active 
Pim2 kinase is strongly involved in 
hematological malignancies 
Results : Translation and degradation of the 
three Pim2 kinase isoforms by the 
proteasome are not regulated by intracellular 
signaling  
Conclusion : Degradation of Pim2 is 
constitutive and could be independent of 
ubiquitination 
Significance : Pim2 activity is only 
controlled at the transcriptional level 
 
Abstract  
The oncogenic Pim2 kinase is 
overexpressed in several hematological 
malignancies such as myeloma and acute 
myeloid leukemia (AML) and constitutes 
a strong therapeutic target candidate in 
these diseases. Like other Pim kinases, 
Pim2 is constitutively active and it is 
believed to be essentially regulated 
through its accumulation. We show that in 
leukemic cells, the three Pim2 isoforms 
have dramatically short half-lives 
although the longer isoform was 
significantly more stable than the shorter 
isoforms. The stability of each isoform 
was remarkably similar in all cell lines. 
All isoforms present a similar cytoplasmic 
localization and their degradation was 
neither controlled by phosphorylation and 
dephosphorylation mechanisms nor by 
intracellular signaling. Pim2 degradation 
was inhibited by proteasome inhibitors 
but was neither sensitive to inhibitors 
targeting cullin-associated E3-ligases nor 
to components of the N-end rule 
pathways. Moreover Pyr41, an E1-ligase 
inhibitor, did not stabilize Pim2 isoforms. 
Ubiquitinated forms of Pim2 were hardly 
detectable, strongly suggesting that Pim2 
was degraded by the proteasome without 
ubiquitination. Pim2 mRNA accumulation 
was controlled by cytokines through the 
STAT5 transcription factors. In contrast, 
the translation of Pim2 mRNA was not 
regulated by mTORC1. Overall, our 
results show that Pim2 is only controlled 
by its mRNA accumulation level. Pim2 
accumulated in proteasome inhibitor-
treated myeloma cells was catalytically 
active. We show that Pim2 inhibitors and 
proteasome inhibitors such as bortezomib, 
have additive effects to inhibit the growth 
of myeloma cells suggesting that Pim2 
could be an interesting target for the 
treatment of multiple myeloma.  
------------------------------------------------------ 
 
The Pim family of serine/threonine 
kinases consists of three members, Pim-1, 
Pim-2 and Pim-3 that play important roles in 
cancer. Pim-1 and Pim-2 proto-oncogenes 
were first identified as provirus integration 
sites for Moloney murine leukemia virus and 
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the resulting overexpression of these kinases 
leads to lymphomas and leukemia in mice. 
Pim-3 was next identified by sequence 
homology with Pim-1 and Pim-2. Pim 
kinases are frequently overexpressed in 
human cancer and especially in 
hematological malignancies and they support 
malignant cell proliferation and survival (see 
(1) for a recent review). The Pim kinases 
have therefore emerged as potential key drug 
targets in many human cancers and several 
inhibitors have been recently described that 
are promising as suggested by their 
demonstrated efficiency in preclinical 
models of AML (2,3). Pim1 and Pim2 are 
most frequently involved in hematological 
malignancies whereas Pim3 is more often 
deregulated in solid tumors (4). Several 
reports have shown that Pim2 is strongly 
involved in the survival and proliferation of 
myeloma cells suggesting that it could 
constitute an interesting therapeutic target in 
this disease (5-7). We have shown that Pim2 
was constantly expressed in primary blasts 
from acute myeloid leukemia (AML). Pim2 
is involved in the control of protein 
translation by controlling 4E-BP1 
phosphorylation, and Pim1 that appears less 
frequently expressed than Pim2 in AML 
cells does not correct Pim2 knockdown in 
these cells (8). Thus, the understanding of 
the mechanisms that control the activity of 
Pim2 kinase is of utmost importance for 
cancer therapy. 
 The overall structure of the Pim 
kinases is simple since these proteins are 
almost restricted to the kinase domain with 
short sequences both before and after this 
domain. Moreover, in contrast to most other 
kinases that need to be phosphorylated in the 
activation loop (A-loop) to be active, Pim 
kinases constitutively adopt an active 
conformation due to the presence of an 
acidic residue in the A-loop (Asp 200 in 
Pim1, Asp 196 and possibly Asp 198 in 
Pim2) that forms a salt bridge with basic 
residues of the catalytic loop (C-loop) and 
thus mimics the phosphorylable serine or 
threonine residue that is present in other 
kinases (9,10). As a result, Pim kinases are 
constitutively active and essentially 
regulated at the level of protein expression 
and stability. Pim1 gene expression is 
regulated by Stat5. Moreover, Pim1 mRNA 
presents structured 5’ and γ’ end and its 
translation is also regulated (11). The Pim 
kinase proteins appear to be rather unstable 
and are degraded by the proteasome. 
Nevertheless, to the best of our knowledge 
no ubiquitin ligase regulating their 
degradation has been identified and the 
mechanisms that control their stability 
remain unclear. It should be noticed that 
although Pim kinase degradation by the 
proteasome is well documented, 
ubiquitination of these kinases is not clearly 
established. Pim1 degradation seems to be 
controlled by a phosphorylation/de-
phosphorylation mechanism that involves 
the protein phosphatase PP2A, SOCS1 and 
the proteasome (12). Pim1 was found to bind 
to the heat shock proteins HSP90 and HSP70 
that regulate its stability. However, whereas 
HSP90 stabilizes Pim1, HSP70 promotes its 
degradation by the proteasome (13). A recent 
report shows that the translationally 
controlled tumor protein (TCTP/TPT1) 
associates with the C-terminus region of 
Pim3 and protect Pim3 from proteasomal 
degradation leading to enhanced tumor 
pancreatic cell survival and proliferation 
(14). The regulation of Pim2 stability and 
expression is much less documented and 
many features of Pim1 have been frequently 
extended to Pim2 without the careful 
verification that the control mechanisms of 
the two kinases are indeed identical. Pim1 
and Pim2 exhibit 61% of similarity only that 
is restricted to the kinase domain; the small 
sequences surrounding the catalytical 
domain being fully divergent (15). Three 
isoforms of Pim2 resulting from the use of 
three translation start sites are produced from 
the same mRNA in mouse cells. Isoforms 1 
(40 kDa) and 2 (37 kDa) use non classical 
CUG translation initiation codons whereas 
the first AUG codon that give rise to isoform 
3 (34 kDa) is not embedded in a Kozak 
sequence and is translated with a low 
efficiency (16). Two isoforms of Pim2 only 
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were frequently reported in human cells 
although mRNA sequences present a high 
homology between human and mouse 
(3,17,18).  
 In this study, we address the question 
of the mechanisms that control Pim2 
stability. We show that transformed 
hematopoietic human cells either from 
lymphoid or myeloid origin express three 
isoforms of Pim2. The relative expression of 
the three isoforms was identical in all cells 
tested. All isoforms showed dramatically 
short half-life although the longer isoform 
was significantly more stable than the others 
demonstrating that the N-terminus of the 
protein participates to the regulation of its 
stability. In contrast to Pim1 and Pim3, Pim2 
stability was not regulated by 
phosphorylation and was not sensitive to 
protein phosphatase 2A (PP2A) inhibitors. 
Although Pim2 degradation was mainly 
realized by the proteasome, ubiquitinated 
forms of the protein were hardly detectable 
suggesting that Pim2 was degraded without 
ubiquitination. Blocking the proteasome 
activity led to a rapid and dramatic 
accumulation of the active kinase. This 
effect was observed in myeloma cells treated 
with the proteasome inhibitor bortezomib 
that is used for the treatment of myelomas. 
We observed that blocking Pim kinase 
activity strongly suppressed the growth of 
myeloma cells and that proteasome and Pim 
kinase inhibitors presented additive 
inhibitory effects in these cells. 
  
 
EXPERIMENTAL PROCEDURES 
 
Cells 
Human myeloma cells (RPMI8226, U266 
and AMO1) were cultured in RPMI 1640 
medium supplemented with 10% fetal 
bovine serum as previously described (19). 
The AMO1 cell line was a king gift of Dr M. 
Amiot (University of Nantes). Human AML 
cells (MV4.11, Molm14 and UT7) were 
cultured in alpha MEM supplemented with 
10% fetal bovine serum and 2 U/ml 
recombinant Epo for UT7 cells as described 
(20,21). All cells were maintained and used 
for experiments in exponentially growing 
phase. When appropriate (see results) UT7 
cells were growth factor-deprived by 
incubating cells for 18 hours in Iscove 
DMEM medium supplemented with 0.4% 
bovine serum albumin and 50µg/ml iron-
loaded transferrin.  
 
Lentiviral transductions. 
Lentiviral vectors encoding Green 
Fluorescent protein (GFP) and shRNA 
against luciferase (control shRNA), 
STAT5A, STAT5B, or STAT5A/B were 
produced as described (22). Lentiviral 
particles were added to the indicated cells in 
order to get at least 95% of transduction, as 
detected by GFP flow cytometry. 
 
Antibodies and reagents 
Antibodies used to detect Pim2 by western 
blot were from Cell Signaling Technology 
and those used for immunoprecipitation were 
laboratory made by immunizing rabbits with 
a bacterially expressed recombinant protein 
corresponding to the full short isoform of 
Pim2 fused to a His-Tag. Anti ubiquitin 
antibodies (FK2) and DUB inhibitor 
WP1130 were from Viva Biosciences 
(Exeter, England), anti-EpoR antibodies (C-
20) were from Santa Cruz. Phospho-specific 
antibodies against Stat5, Bad, Erk, Akt and 
Akt substrates were from Cell Signaling 
Technologies. The pan-Pim kinase inhibitor 
5 - [[2 - [(3R) - 3 - Aminopiperidin - 1 - 
yl]biphenyl - 3 - yl]methylidene] - 1,3 - 
thiazolidine - 2,4 - dione (AZD1208, (3)) 
and the Nedd8 activating enzyme inhibitor 
((1S,2S,4R) – 4 - (4 - (((S) -2,3-dihydro - 1H 
- inden - 1 - yl)amino) - 7H - pyrrolo[2,3 - 
d]pyrimidin - 7 - yl) -2-hydroxycyclopentyl) 
methyl sulfamate (MLN4924) were from 
Active Biochem (Hong-Kong). Bortezomib 
was from Selleckchem (Euromedex, France), 
lactacystin, leucyl-leucyl-nor-leucinal, Akt 
inhibitor VIII and epoxomicin were from 
Calbiochem (Merck Millipore, France). All 
other reagents were purchased from Sigma-
Aldrich (France).  
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Western Blot experiments 
Western blot experiments were performed as 
previously described (20). Images were 
recorded using a Fuji LAS 3000 camera and 
analyzed using the MultiGauge V3.00 
software (FujiFilm). 
 
RNA extraction and reverse transcriptase 
quantitative PCR 
Cells were lysed in Trizol reagent 
(Invitrogen) and total RNA was purified 
using QIAmp Mini Spin columns (kit 
52304), Qiagen) following manufacturer’s 
recommandations. Complementary DNAs 
were prepared from total RNA using the 
Maxima First Strand cDNA Synthesis kit for 
RT-qPCR (ThermoScientific). Quantitative 
PCR was performed using the LightCycler 
480 SyberGreen I Master kit (Roche) and the 
LightCycler 480 System (Roche). Three 
reference genes (beta2 microglobulin, ubc 
and -actin) were used for data 
normalization. The following primers were 
used: Pim2 (forward 5'-
GCCTCACAGATCGACTCCAG-3', reverse 
5'-CTGAGTCTGACAAGGGGGAC-3'); 
ubc (forward 5’-
ATTTGGGTCGCAGTTCTTG-γ’, reverse 
5’-TGCCTTGACATTCTCGATGGT-γ’),  
-actin (forward 5’-
TCCCTGGAGAAGAGCTACG-γ’, reverse 
5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-γ’), 
βm (forward 5’-
CCACTGAAAAAGATGAGTATGCCT-γ’, 
reverse 5’-
CAAACCTCCATGATGCTGATTACA-γ’).  
 Sub cellular fractionation : To prepare 
cytosolic and nuclear fractions, washed cells 
were suspended in ice cold hypotonic buffer 
(Tris/HCl 10mM pH 7,4, NaCl 10mM, 
MgCl2 3mM, PMSF 0,5mM, dithiothreitol 
2mM) and 0.2% NP40 were added. Nuclei 
were pelleted by centrifugation (400g, 4 
min) and supernatants were centrifuged at 
10 000g for 2 min to obtain the crude 
cytosolic fraction. Nuclei were washed with 
hypotonic buffer and solubilized in Laemmli 
sample buffer. 
 
 
Kinase assays 
Myeloma cells treated or not with 
Bortezomib were solubilized with 
solubilization buffer (Tris/HCl 10nM, NaCl 
150 mM, EDTA 5mM pH7.4) containing 
protease (CompleteTM, Roche) and 
phosphatase (PhosStop, Roche) inhibitors 
and 1% NP40. Cell extracts were cleared by 
centrifugation and Pim2 was 
immunoprecipitated using laboratory-made 
antibodies and ProteinG Sepharose beads 
(GE Healthcare). Immunoprecipitates were 
washed successively with solubilization 
buffer, PBS and kinase buffer (kinase buffer 
: HEPES 20 mM, MgCl2 10 mM, 
dithiothreitol 1mM, pH7.4). Beads with 
immunoprecipitated Pim2 were incubated 
for 30 min at 30°C with kinase buffer 
containing 50 µM ATP, phosphatase 
inhibitors (Sigma-Aldrich P0044) and 500 
ng purified GST-BAD as substrate (Sigma-
Aldrich, France). Aliquots of the supernatant 
were analyzed by western blot using anti 
phospho-Bad antibodies. To analyse Pim2 
autophosphorylation, 400 ng recombinant 
Pim2-GST from SignalChem was incubated 
with kinase buffer containing 50µM ATP -
S thiophosphate-ester for 1h at 30°C and 
alkylated with 3.5 mM of p-nitrobenzyl 
mesylate (PNBM) (Epitomics) as described 
by manufacturer. Phosphorylated proteins 
were analyzed by western blot using a 
thiophosphate-ester antibody (Epitomics). 
 
Measurement of myeloma cell proliferation 
Twenty thousand myeloma cells were plated 
with drugs in 96 well microplates in a total 
volume of 100 µl and incubated for 48 
hours. For each drug combination, triplicate 
samples were seeded and analyzed. During 
the last two hours of incubation, 10 µl of 
UptiBlue (Interchim, France) were added. 
Fluorescence was read using a Typhoon 
fluorescence scanner (GE-Healthcare) with 
excitation at 532nm and recording using a 
580BP30 filter. Fluorescence was quantified 
using the MultiGauge software. To 
determine whether drugs presented additive 
or synergistic activities, the Chou and 
Talalay method was used through the 
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Compusyn software 
(http://www.combosyn.com) (23). 
 
 
RESULTS 
 
Pim-2 expression in hematopoietic cells. 
 We tested Pim2 expression in three 
cell lines derived from AML cells: 
MOLM14, MV4.11 and UT-7 and in three 
myeloma-derived cell lines (AMO1, 
RPMI8226 and U266). In all these cells, we 
detected significant amounts of Pim2 protein 
that always presented three forms with 
constant relative amounts: isoform 2 was 
always the most expressed whatever the cell 
type and accounted for 60% of Pim-2 
whereas isoform 1 (30%) and isoform 3 
(10%) were less expressed (figure 1A and 
B). Previous reports only detected two Pim-2 
isoforms in human cells (17,18). To control 
that the three bands observed in western 
blots indeed corresponded to Pim-2, we used 
MOLM-14 cells expressing a doxycycline-
inducible Pim-2 shRNA. As shown in figure 
1C, the three bands disappeared in shRNA-
transfected cells, confirming that, like 
murine cells, human leukemic cells express 
three Pim-2 isoforms with 27, 32 and 36 kDa 
apparent molecular masses. Calibration of 
the western blots using recombinant GST-
Pim2 allowed to calculate that exponentially 
growing UT7 cells express around 40 000 
Pim2 molecules per cell (data not shown).  
 We used the growth factor-dependent 
UT7 cell line to analyze the regulation of 
Pim2 expression. We observed that Pim2 
expression was strongly decreased although 
not totally abolished in growth factor-
deprived cells. Erythropoietin (Epo) but not 
stem cell factor (SCF) increased Pim2 
expression in UT7 cells. Both SCF and Epo 
stimulated Erk and Akt in these cells but 
only Epo activated STAT5 in UT7 cells 
(figure 2A). To verify that Pim2 expression 
was indeed controlled by STAT5, STAT5A 
and/or STAT5B were knocked down using 
three different shRNA (22). Figure 2B shows 
that knockdown of STAT5A and STAT5B 
reduced Pim2 expression to a level similar to 
that observed in growth factor-deprived 
cells. Lastly, we measured Pim2 mRNA 
expression in UT7 cells either growth factor 
deprived or stimulated by Epo or SCF and 
we observed that Epo but not SCF indeed 
regulated Pim2 mRNA expression (figure 
2C). Thus, Pim2 is regulated at the level of 
mRNA accumulation by extracellular 
signaling that activates STAT5.  
 Next, we tested whether Pim2 
expression is controlled at the translation 
level by mTORC1. Epo-stimulated UT7 
cells were treated by the mTOR catalytic 
inhibitor AZD 8055. Although a strong 
inhibition of the phosphorylation of p70S6 
kinase, RPS6 and 4E-BP1 was observed, 
Pim2 expression was not modified (figure 
2D). Thus, Pim2 expression does not seem to 
be controlled at the translation level by 
mTORC1.  
 
Stability of Pim2 protein isoforms 
 We used cycloheximide to block 
protein synthesis in order to determine the 
stability of the isoforms. All Pim2 isoforms 
exhibited dramatically short half-lives 
ranging from 9 and 16 minutes for isoforms 
2 and 3 respectively and up to 1 hour for 
isoform 1 (figure 3A). The half-lives of the 
three isoforms were similar in all cell lines 
tested. Although all three isoforms exhibited 
very short half-lives, band 1 was 
significantly more stable than band 2 and 3. 
By taking into account both the stability of 
the three isoforms and their relative 
abundance, the translation efficiency of the 
three isoforms can be calculated: isoforms 1 
and 2 are translated 2 and 16 fold 
respectively more efficiently than isoform 3 
although isoform 3 is translated from an 
AUG codon whereas isoforms 1 and 2 are 
translated from CUG codons. We tested 
whether the difference of stability of the 
three isoforms could be due to different 
subcellular localizations. Since no antibodies 
able to specifically detect each Pim-2 
isoform is available, we transfected HEK 
293 cells with expression vectors encoding 
each Pim2 isoforms. Figure 3 B shows that 
all Pim-2 isoforms were mostly cytoplasmic 
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and that no significant difference of 
localization could be detected among the 
three isoforms. To verify these results on the 
subcellular localization of the endogenous 
proteins, nuclear and cytoplasmic fractions 
were prepared from UT7 cells and each 
fraction was analyzed by Western blot. 
Control proteins showed expected 
subcellular localization for the p85 adaptor 
of the PI3K molecule and the GATA1 
transcription factor. The three Pim-2 
isoforms were exclusively found in the 
cytoplasmic fraction, confirming the 
immunofluorescence results (figure 3B). 
Thus, the different stability of the three 
isoforms cannot be explained by different 
subcellular localizations. 
 
The three Pim2 isoforms are degraded by the 
proteasome 
 We tested whether Pim-2 proteins are 
degraded by the proteasome. Treating cells 
with different proteasome inhibitors such as 
LLnL or bortezomib always leads to 
stabilization of the three Pim2 isoforms 
(figure 4A). We obtained similar results 
using two other proteasome inhibitors, 
lactacystin and epoxomicin (data not shown) 
and both AML and myeloma cells showed 
strong accumulations of Pim2 after treatment 
with proteasome inhibitors. Although some 
proteins can be degraded by the proteasome 
without ubiquination (24), in most cases 
proteins need to be ubiquitinated prior to 
proteasome degradation. Ubiquitination is 
generally a thoroughly regulated step in the 
control of protein stability. Many 
intracellular proteins are ubiquitinated by 
protein complexes that use cullins as 
scaffold proteins. Ubiquitin ligase activity of 
these complexes requires the neddylation of 
the cullin component (25). MLN 4924 
inhibits the NEDD8-activating enzyme 
leading to suppression of these 
ubiquitinating complexes. We controlled that 
MLN 4924 inhibited the degradation of the 
erythropoietin receptor in UT7 cells (figure 
4B) that we have previously shown to be 
degraded by the proteasome after 
ubiquitination by a ubiquitin ligase complex 
containing -TRCP that uses cullin as 
scaffold protein (26). In contrast, MLN 4924 
neither stabilized any Pim2 isoforms in UT7 
AML cells nor in AMO1 myeloma cells, 
thereby showing that Pim2 is not targeted to 
proteasome degradation by a cullin-
containing ubiquitin ligase complex (figure 
4C).  
 It has been shown that Pim-1 and 
Pim-3 can autophosphorylate in vitro and 
that their stability was decreased by PP2A 
protein phosphatase, suggesting that Pim 
kinase degradation could be regulated by 
phosphorylation/dephosphorylation 
mechanisms (12). We tested whether Pim2 
degradation was regulated by 
phosphorylation. Pim2 stability was not 
modified in Epo-dependent UT7 cells treated 
with Erk, Akt, mTOR, and Pim2 inhibitors. 
Moreover, treatment of these cells with 
staurosporine, a broad spectrum kinase 
inhibitor, or with okadaic acid that inhibits 
PP2A protein phosphatase did not change 
the stability of any Pim2 isoform (figure 
4D). Overall, these results strongly suggest 
that Pim2 degradation is constitutive and is 
not controlled by extrinsic mechanisms. 
Interestingly, AZD1208 a potent Pim2 
inhibitor (3) did not change Pim2 stability, 
suggesting either that Pim2 did not 
autophosphorylate or that Pim2 
autophosphorylation did not regulate its 
degradation. We used recombinant Pim2 to 
test its autophosphorylation capacity. 
Recombinant Bad protein was used to 
control the catalytic activity of recombinant 
Pim2. Although a strong phosphorylation of 
Bad was observed after incubation with 
Pim2, Pim2 autophosphorylation was not 
detected (Figure 4E).  
 Since Pim2 is a very short lived 
protein and since the three isoforms that 
differ only at their N-terminus exhibit 
significantly different stability, we tested the 
hypothesis that the N-end rule pathway 
could be involved in the degradation of 
Pim2. However, blocking type 1 and type 2 
Arg/N-rule pathways using Leu-Ala, Trp-
Ala, Phe-Ala dipeptides, amides forms of 
Leu, Phe or Trp (27,28), tannic acid or 
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merbromin, two arginyltranferase inhibitors 
(29) did not increase Pim2 stability. 
Moreover, bestatin methyl ester, a cell 
permeable inhibitor of aminopeptidases that 
are frequently required to expose 
destabilizing residues did not significantly 
increase the stability of Pim2 isoforms 
(figure 4F).  
 
Pim2 could be degraded by the proteasome 
without ubiquitination 
 Finally, we wondered if Pim2 could 
be degraded by the proteasome without 
ubiquitination. Indeed, recent studies suggest 
that this mechanism could be less 
uncommon that previously considered (30) 
and we did not observe obvious proofs of 
Pim2 ubiquitination in our previous 
experiments. We tried to detect ubiquinated 
forms of Pim2 using more sensitive methods. 
To do that, cells were treated with 
proteasome inhibitors and cell lysates were 
analyzed by western blotting using anti-Pim2 
antibodies. In most cell lines such as UT7 or 
AMO1, we did not detect Pim2 forms of 
higher molecular masses than those of the 
three isoforms previously described despite a 
strong overexposure of the blots (figure 5A). 
Rare forms of higher molecular masses were 
detected in cell extracts from RPMI 8226 
and U266 myeloma cells treated with 
bortezomib. Especially three forms 
compatible with the mono-ubiquitination of 
the three isoforms were clearly detectable. 
However, the intensity of these bands is 
poorly compatible with the relative stability 
of these isoforms. Indeed, the upper band 
that could correspond to the 
monoubiquitinated form of Pim2 isoform1, 
was the most intense whereas isoform1 
exhibited the longer half-live figure 5A). To 
rule out that Pim2 could be quickly de-
ubiquitinated, we treated cells UT-7 cells 
with proteasome inhibitors in the presence of 
inhibitors of de-ubiquitinases (DUB). Three 
DUB inhibitors were used: N-
ethylmaleimide a thiol alkylating reagent, 
WP130 and PR619, two wide spectrum DUB 
inhibitors. Altogether, DUB inhibition did 
not reveal ubiquitination forms of Pim2. We 
immunoprecipitated Pim2 from UT7 and 
AMO1 cells treated with proteasome 
inhibitor and we analyzed 
immunoprecipitated material using anti-
ubiquitin antibodies. Again, very few 
ubiquitinated forms of Pim2 were detected in 
AMO1 cell extracts only despite the 
prolonged overexposure of blots (figure 5B). 
Lastly, we used the E1-ubiquitin ligase 
inhibitor Pyr41 to test whether Pim-2 needs 
to be ubiquitinated before degradation (31). 
Although PYR-41 protects Epo-activated 
EpoR from proteasome degradation (figure 
4B), Pim2 degradation was not modified in 
cells treated with this inhibitor (figure 5C). 
These results support the hypothesis that 
Pim2 can be, at least partly, degraded by the 
proteasome without ubiquitination.  
 
Pim2 isoforms that accumulate in 
bortezomib-treated myeloma cells are 
catalytically active 
 In all tested cells, proteasome 
inhibition led to a rapid and strong 
accumulation of the three Pim2 isoforms. 
We tested whether accumulated Pim2 
isoforms were catalytically active and 
whether this accumulation also led to an 
increase of phosphorylation of their targets. 
RPMI 8226 myeloma cells were treated for 
1hour with bortezomib and Pim2 was 
immunoprecipitated from cell extracts. A 
kinase assay was performed using 
immunoprecipitates to evaluate Pim2 
activity in control cells and in cells treated 
with proteasome inhibitors. The pro-
apoptotic BH3-only protein Bad was used as 
substrate in this kinase assay. Bad 
phosphorylation was strongly increased in 
Pim2 immunoprecipitates from bortezomib-
treated cells (figure 6A). We confirmed that 
bortezomib increased Pim2 activity in intact 
cells. The consensus phosphorylation 
sequence for Pim2 is RXRHXS (32). To date 
no antibody that specifically recognizes this 
sequence is available. However, this 
sequence is recognized by antibodies 
developed against the broad RXRXXS 
sequence corresponding to Akt substrates 
(33). RPMI 8226 cells were treated with 
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proteasome inhibitors and cellular extracts 
were analyzed by western blots using these 
antibodies (figure 6B). A significantly 
increased signal was observed in cells 
treated with bortezomib. This signal was 
decreased by treating cells with Pim 
inhibitors whereas it was not sensitive to Akt 
inhibitors. These results show that Pim 
kinases that accumulate in proteasome 
inhibitor-treated cells are catalytically active.  
 Inhibiting Pim kinase activity 
impaired the growth of myeloma cells 
(figure 6C). Since proteasome inhibitors that 
are frequently used to treat myeloma induce 
the accumulation of catalytically active Pim2 
protein in myeloma cells, we examined the 
effect of both inhibitors on myeloma cell 
lines. Myeloma cells were incubated with 
different concentrations of both inhibitors 
and the results were analyzed using the Chou 
and Talalay method (22). Although AZD 
1208 and bortezomib only presented additive 
and not synergistic effects to inhibit 
myeloma cell growth (figure 6E), a strong 
inhibition of cell proliferation and survival 
was observed (figure 6D). We conclude that 
a combined treatment by these two inhibitors 
can be promising in myeloma. 
 
 
DISCUSSION 
 In this work, we studied the control 
of Pim2 stability and the conditions of its 
regulation. Our results strongly suggest that 
Pim2 stability was not regulated by 
phosphorylation since neither kinase 
inhibitors including wide spectrum inhibitors 
such as staurosporin nor phosphatase 
inhibitors did modify Pim2 stability (figure 
4D). Thus, in contrast to Pim1 and Pim3, 
Pim2 stability appears to be independent of 
its phosphorylation. It has been reported that 
Pim2 can autophosphorylate in vitro(16). 
However, in agreement with the absence of a 
consensus sequence for its own kinase, Pim2 
autophosphorylation seems to be very low if 
any when compared to the phosphorylation 
of a canonical substrate such as Bad and in 
view of this very low efficiency, it is 
questionable whether Pim2 
autophosphorylation occurs in vivo. 
Accordingly, Pim2 stability was not 
modified by blocking Pim2 catalytic activity 
using AZD1208. This result is in agreement 
with those obtained by Losman et al. 
showing that catalytically active or inactive 
forms of Pim3 have similar half-lives (12). 
The stability of Pim1 is also regulated by its 
association with heat shock proteins 
including HSP90 that protect Pim1 from 
degradation. However, we did not detect the 
association of Pim2 with HSP90 and 
geldanamycin did not modify the stability of 
any Pim-2 isoforms (data not shown). 
Overall, Pim2 degradation seems to be a 
passive process and although we tested many 
potential regulation mechanisms, we never 
observed modifications of Pim2 stability 
except when blocking the proteasome 
activity.  
 The degradation of the three Pim2 
isoforms is very rapid and Pim2 is probably 
one of the most unstable cellular proteins. 
The half-life of the three Pim2 isoforms was 
very similar in all tested hematopoietic cells. 
Nevertheless, the three isoforms exhibit 
significantly different stabilities and isoform 
1 appears significantly more stable than the 
two shorter isoforms. This shows that the N-
terminus part modulates Pim2 stability. Both 
the rapid degradation and its modulation 
depending on the N-terminus part of the 
protein suggested that the N-end rule 
pathway could be involved in the 
ubiquitination of Pim2 and the control of its 
degradation (34). However, inhibition of this 
ubiquitination pathway did not increase 
Pim2 stability. Ubiquitinated forms of Pim2 
were undetectable in most cell lines even 
when Pim2 degradation was blocked by 
proteasome inhibitors (figure 5A). 
Ubiquitinated proteins can be sometime 
difficult to observe because they are rapidly 
deubiquitinated and blocking DUB can 
facilitate their detection (35,36). However, 
DUB inhibitors did not enhance the 
detection of ubiquitinated forms of Pim2. 
Mono-ubiquitinated forms were observed in 
RPMI8226 and U266 cells that curiously 
neither matched with the relative abundance 
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nor with the relative stability of the 
corresponding non-ubiquitinated isoforms. 
The role of these modifications that could be 
cell-specific remains to be determined 
however mono-ubiquitinations are unlikely 
to be involved in the targeting for 
proteasome degradation. Whereas Pim2 
stability was similar in all cell lines tested, 
we detected scarce poly-ubiquitinated forms 
of Pim2 treated with proteasome inhibitors 
in myeloma cells only. We suggest that 
ubiquitin labelling constitutes an alternate 
degradation mechanism possibly linked to 
the dramatic accumulation of Pim2 proteins 
in proteasome inhibitor-treated cells. 
However, the bulk of Pim2 could be 
degraded by the proteasome without 
ubiquitination. In agreement with this 
hypothesis, we observed that Pyr41, an 
inhibitor of the E1 ligase enzyme, did not 
protect Pim2 from proteasome degradation 
although it stabilized the activated form of 
the EpoR that is degraded by the proteasome 
with similar kinetics (20). Several proteins 
including proto-oncogenes have been 
reported to be degraded by the proteasome 
without ubiquitination (24). Structural 
requirement for proteasome recognition and 
degradation in the absence of ubiquitin have 
been thoroughly studied for thymidylate 
synthase, apomyoglobin and p53 (37-39). 
Interestingly, p53 also can be degraded by 
the proteasome by ubiquitin-independent or 
ubiquitin-regulated mechanisms. In all these 
cases, ubiquitin-independent degradation 
requires the presence of unfolded regions 
even though these regions can be surrounded 
by structured regions. The unstructured 
regions of thymydylate synthase and of p53 
that are responsible for their ubiquitin-
independent degradation correspond to the 
N-terminal part of the molecules (37,40). 
Interestingly, the first 30 amino acids of 
Pim2 corresponding to the region before the 
kinase domain appears to be unstructured in 
Pim2 isoform 3 (9). Analyzing isoforms 1 
and 2 that have not been crystallized and 
possess longer N-terminal parts using the 
PSIPRED v3.3 / DISOPREP2 software 
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) shows 
that these extended domains are most likely 
also completely disordered (data not shown). 
Moreover, this analysis suggests that the C-
terminal part of the molecule could also be 
disordered although to a much lesser extent. 
Thus, we suggest that the disordered N-
terminus domains of Pim2 isoforms are 
directly recognized by the proteasome 
although with slightly different efficiencies 
that could account for the differences of 
stability among the three isoforms.  
 Overall, Pim2 seems to be only 
controlled at its synthesis level, especially at 
its transcription level. Indeed, Pim2 
expression was not modified by mTOR 
inhibition that leads to 4E-BP1 
dephosphorylation, suggesting that its 
translation is not thoroughly controlled. 
Moreover, the activity of this proto-
oncogene is constitutive and its degradation 
which is very rapid does not seems to be 
thoroughly regulated. In contrast, Pim2 
expression is controlled by growth factor 
stimulation at the mRNA accumulation level 
and at least in AML cell lines, this regulation 
involves STAT5. These results extend those 
recently published concerning the MOLM14 
and MV4.11 cell lines (41) and demonstrate 
that STAT5 control Pim2 mRNA expression. 
Accordingly, cytokines that activate STAT5 
like Epo induced Pim2 expression and 
sustained long term cell proliferation. In 
contrast, SCF that did not activate STAT5 
only briefly stimulated UT7 cell 
proliferation. It has been reported that Pim2 
was able to complement wild-type Flt3 to 
induce murine 32D cell proliferation (42). 
We tested whether forced expression of 
Pim2 could complement SCF stimulation to 
sustain UT7 cell growth. However, although 
cells constitutively expressing Pim2 
increased their proliferation rate in the 
presence of SCF, their growth did not reach 
the level of Epo-stimulated UT7 cells (data 
not shown). 
 Pim2 is an important pro-survival 
mediator in myeloma cells, at least in part by 
its contribution to mTORC1 activation (5,7). 
Bortezomib (Velcade, PS-341) and other 
proteasome inhibitors inhibit the growth of 
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myeloma cells and induce their apoptosis 
(43). These drugs are now commonly used 
for myeloma therapy (44,45) although most 
patients relapse. Drug combinations 
targeting different pathways important for 
myeloma cell growth are currently tested 
(46). Since bortezomib inhibition strongly 
increases the accumulation of catalytically 
active Pim2, it was important to test whether 
Pim kinase inhibitors could increase the 
efficiency of proteasome inhibitors to induce 
myeloma cell death. Although we showed 
that these inhibitors were not synergistic, we 
observed that myeloma cells were sensitive 
to the additive action of both proteasome and 
Pim kinase inhibitors for inhibition of 
proliferation and cell survival, thereby 
suggesting that their therapeutic combination 
may be of benefit in this disease. 
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Figure legends 
 
 
Figure 1 : Pim2 expression in transformed hematopoietic cells. 
Exponentially growing myeloma cells (Amo1 (1), RPMI8226 (2) and U266 (3) and AML 
cells (UT-7 (4), Molm 14 (5) and MV4.11 (6) were analyzed by western blotting using anti-
Pim2 antibodies. A longer exposure of the blot is presented in the medium panel and the three 
Pim2 isoforms are labeled. The regulatory subunit of PI3K (p85) was used as loading control 
(Figure 1A). The relative expression of the three isoforms was quantified using the 
MultiGauge software (Figure 1B). Molm 14 expressing a doxycyclin-inducible Pim2 shRNA 
was used to verify the specificity of anti-Pim2 antibody (figure 1C).   
 
 
Figure 2 : Pim2 transcription is controlled by STAT5 
Figure 2A: Only cytokines that activate STAT5 stimulate Pim2 expression in UT7 cells. UT7 
cells were incubated for 18 hours with or without 2 U/ml Epo, 10% SVF or 100 ng/ml SCF 
and cell extracts were analyzed by western blots using anti-Pim2, anti-phospho-Erk, anti–
phospho-Stat5 or anti-phospho-Akt antibodies. Figure 2B: STAT5 knockdown impairs Epo-
stimulated Pim2 expression. Uninfected UT7 cells (line 1) or UT7 cells infected with 
lentiviral vectors encoding control shRNA (line 2) or shRNA targeting STAT5A (line 5), 
STAT5B (line 4) or both STAT5 A and STAT5B (line 3) mRNA were incubated with 2U/ml 
Epo and analyzed by western blots for Pim2 protein expression. Figure 2C: Epo controls 
Pim2 mRNA accumulation. UT7 cells cultivated in the presence of 2U/ml Epo (1) were Epo-
deprived for 18 hours (2) and restimulated for 6 hours with 2U/ml Epo (3) or 100 ng/ml SCF 
(4). Pim2 mRNA was quantified by quantitative RT-qPCR as described in the Experimental 
procedure section. Each bar corresponds to the mean +/- sd of three independent experiments. 
Figure 2D: Blocking mTORC1 pathway does not decrease Pim2 protein accumulation. 
Exponentially growing UT7 cells were incubated with 1µM AZD8055 for the indicated times 
and analyzed by western blot for Pim2 expression. Inhibition of mTORC1 was controlled 
using anti-phospho-P70S6K (T389), anti-phospho-RPS6 (S235/236) and anti-phospho-4E-
BP1 (T37/46) antibodies.  
 
 
Figure 3 : Stability of the Pim2 isoforms 
Figure 3A: The three Pim2 isoforms present significantly different stability. Exponentially 
growing UT7 cells were incubated with 200 µM cycloheximide for the indicated times and 
analyzed by western blot using Pim2 antibodies (right panel). Western blot results were 
analyzed using the MultiGauge software (center panel). A representative experiment is 
presented. Similar experiments were realized using Molm14 and MV4-11 cells. For each cell 
line, three independent experiments were realized. Error bars represent standard deviations of 
the three determinations (left panel). Figure 3B: the three Pim2 isoforms have similar cellular 
localization. HEK 293 cells were transiently transfected with expression plasmids encoding 
each Pim2 isoform and analyzed by immunofluorescence. Wheat germ lectin labelled with 
Alexa 488 and DAPI were used to label the plasma membrane and the nucleus respectively 
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(right panel). Subcellular localization of endogenous Pim2 was tested in UT7 cells as 
described in the Experimental procedure section (left panel). PI3K (p85) and the transcription 
factor GATA1 were used to control the efficiency of the fractionation process.  
 
 
Figure 4 : Regulation of Pim2 degradation by the proteasome  
Figure 4A: the three Pim2 isoforms are stabilized by proteasome inhibitors. RPMI 8226 
myeloma cells were treated for 1 hour with 50 µM LLnL, 100 nM bortezomib (BZM) or 
200µM cycloheximide and Pim2 expression were analyzed by western blot. Figure 4B: 
control of ubiquitin ligase inhibitor efficiency. Growth factor-deprived UT7 cells were pre-
treated for 15 minutes with 50 µM LLnL or 1 µM MLN4924 or 10 µM Pyr41. Cells were 
then stimulated for 30 minutes with 10U/ml Epo and cell extracts were analyzed by western 
blot. ER-1 corresponds to the maturation form of the EpoR that is localized in the 
endoplasmic reticulum and ER-2 corresponds to the mature forms present at the cell surface 
(20). Figure 4C: the neddylation inhibitor MLN4924 does not modify the proteasomal 
degradation of Pim2. Exponentially growing UT7 cells were incubated for 1 hour with 1 µM 
MLN4924 or 50 µM LLnL. Cycloheximide (200 µM) or vehicule (0.1% ethanol) was added 
for the last 30 min of incubation. Figure 4D: The stability of Pim2 isoforms is not modified by 
kinase or phosphatase inhibitors. Exponentially growing UT7 cells were treated for 1 hour 
with either 100 nM okadaic acid (OA), 50 µM LLnL, 4 µM AZD 1208, 1µM staurosporine 
(ST), 1µM PI103, 5µM Akt inhibitor VIII (AktI), or 10 µM UO126. Cycloheximide (200 
µM) or vehicule (0.1% ethanol) was added for the last 30 min of incubation. Inhibitor 
efficiency was controled using antibodies against phosphorylated Akt (S473) and Erk. Figure 
4E: Pim2 auto phosphorylation. Recombinant GST-Pim2 corresponding to isoform3 was 
incubated with adenosine 5′-(3-thiotriphosphate) (ATPS) as described in the Experimental 
procedure section. GST-Bad was used as a control to control Pim2 catalytic activity. After 
incubation, thiols were alkylated and alkylated thiophosphate were detected by western blot. 
Molecular masses of recombinant GST-Pim2 and GST-Bad were 61 and 47 kDa, respectively. 
Figure 4F: the stability of Pim2 isoforms is not modified by N-end-rule inhibitors 
Exponentially growing UT7 cells were incubated for 1 hour with either 50 µM LLnL, 50µM 
tannic acid (TA), 50 µM merbromin (MB), 2mM NH2Phe-Ala (F-A), 2 mM NH2Leu-Ala (L-
A), 2mM NH2Ala-Leu (A-L), 1mM Phe-NH2 (F-NH2), 1mM Leu-NH2 (L-NH2), 1mM Ala-
NH2 (A-NH2) or 10 µM bestatin methyl ester (BME). Cycloheximide (200 µM) or vehicule 
(0.1% ethanol) was added for the last 30 min of incubation. 
 
 
Figure 5: Analysis of Pim2 ubiquitination 
Figure 5A: Pim2 western blots did not show straightforward evidence of Pim2 ubiquitination. 
The cells were incubated for 1 hour without (/) or with 50 µM LLnL (L), 2 mM N-ethyl 
maleimide (N), 50 µM PR-619 (PR) or 10 µM WP1130 (WP). Cell extracts were analyzed by 
western blot using Pim2 antibodies. Blots were strongly overexposed to improve the detection 
of minor bands. Figure 5B: Pim2 was immunoprecipitated from Amo1 and UT7 cells 
preincubated or not for 1 hour with 50 µM LLnL. Immunoprecipitates were successively 
probed with anti-ubiquitin (Ub) and anti-Pim2 antibodies. Figure 5C: exponentially growing 
UT7 cells were treated for 1 hour with 50µM LLnL in the presence or absence of 10µM 
Pyr41. Cycloheximide (200 µM) or vehicule (0.1% ethanol) was added for the last 30 min of 
incubation. 
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Figure 6: Pim kinases are necessary for myeloma cell growth 
Figure 6A: Bortezomib induces the accumulation of active Pim2 in myeloma cells. 
RPMI8266 cells were treated for 1 hour with 100 nM bortezomib (BZM) and solubilized. 
Pim2 was precipitated using preimmune (PI) or anti-Pim2 serum. Kinase activity of 
immunoprecipitates was tested using recombinant GST-Bad as substrate. Bad 
phosphorylation was detected by western blot using anti-phospho-Bad (S112). Figure 6B: 
RPMI8266 cells were treated for 1 hour with 100 nM bortezomib in the presence or absence 
of 4 µM AZD1208 (Pim inhibitor, PI) and/or 5µM Akt inhibitor VIII (AI). Cell extracts were 
analyzed with anti-Akt phospho-substrate antibodies. Arrows point to bortezomib-sensitive 
phsophorylations. Figure 6C: sensitivity of RPMI 8226 cells to AZD 1208. Cells were 
incubated for 48 hours with AZD 1208 and cell proliferation was quantified using UptiBlue, a 
fluorescent analog of MTT. Figure 6D: sensitivity of RPMI 8226 cells to bortezomib and 
AZD1208. Cells were incubated for 48 hours with the indicated concentrations of AZD 1208 
and bortezomib. Cell proliferation was quantified using Uptiblue. Figure 6E: Analysis using 
the Compusyn software of the data presented in figure 6D, C.I : combination index, FA : 
fraction affected. 
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I.2. Résultats complémentaires 
 
I.2.1. La kinase Pim2 est fortement exprimée dans le lignage érythroïde 
Une forte expression de la kinase Pim2 est identifiée dans différentes lignées 
hématopoïétiques de LAM (Molm14, MV4.11 et UT-7) et de myélomes (AMO1, RPMI8226 
et U266). Les cellules UT-7 expriment en particulier une quantité importante de Pim2. Ces 
cellules présentant des caractéristiques de progéniteurs érythro-mégacaryocytaires, nous 
avons recherché l’expression de cette kinase dans des progéniteurs érythroïdes humains 
normaux amplifiés à partir de cellules CD34+ circulantes issues de sang de cordon. Ces 
cellules sont d’abord mises en culture avec un cocktail de cytokines (SCF, IL6, IL3) sans Epo 
pour amplifier des progéniteurs très immatures, puis les cellules engagées dans le lignage 
érythroïdes qui expriment le marqueur CDγ6 sont purifiées et cultivées en présence d’Epo. 
Cette purification correspond au temps 0 de la cinétique rapportée ci-dessous. De façon 
intéressante, le niveau d’expression de Pimβ est important dans les précurseurs érythroïdes 
CD36+ et diminue au cours de la différenciation terminale (Fig. 23). Des expériences 
d’inactivation en cours dans l’équipe montrent que Pim2 pourrait jouer un rôle important lors 
des phases terminales de l’érythropoïèse (Yael Zermati, travail en cours). 
 
 
Fig. 23 : Expression de Pim2 au cours de la différenciation érythroïde de progéniteurs 
humains normaux. 
 
I.2.2. Régulation de l’accumulation de Pim͸ : implication possible de 
NF-kB 
L’utilisation des cellules UT-7 dépendantes d’Epo m’a permis de mettre en évidence une 
régulation de l’expression de Pimβ par ce facteur de croissance. En effet, la déprivation de ces 
cellules en Epo mais pas en SCF diminue fortement le niveau de Pimβ. L’étude plus 
approfondie de la signalisation a montré que l’expression de Pim2 est contrôlée par STAT5, 
dans ces cellules. La régulation est très probablement transcriptionnelle bien que nos 
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expériences ne permettent pas d’exclure formellement une action de STAT5 sur la stabilité du 
messager Pimβ. Par ailleurs, le blocage de STAT5 diminue fortement l’expression de Pimβ, 
tant au niveau de la protéine que de l’ARN messager, mais ne les fait pas disparaître et la 
protéine reste à un niveau parfaitement détectable dans les cellules UT-7. Par contre, un 
blocage de la traduction protéique fait rapidement disparaître la totalité de la protéine. Ceci 
suggère que d’autres régulateurs que STAT5 peuvent induire l’expression de quantités 
suboptimales de Pim2 
Une analyse in silico de la région promotrice de Pim2, par MatInspector sous Genomatix 
(Table 6), m’a permis de mettre en évidence plusieurs sites de fixation potentiels pour STAT, 
dont deux séquences en amont des trois isoformes de Pim2 correspondent à STAT5 : 
CGAATTCTTAGAAGCCCGG (brin +) et GGGATTCCCAGAACCGGTT (brin +). La 
même analyse suggère aussi la présence de sites de fixation pour NF-kB. 
 
Table 6 : Analyse in silico de la région promotrice de Pim2. 
Gene Model Start pos. End pos. Strand Score 
PIM2 PAX6_CDXF_01 192 158 - 100 
PIM2 CAAT_AP1F_01 206 190 - 100 
PIM2 STAT_NFKB_06 288 221 - 100 
PIM2 KLFS_KLFS_NFKB_01 369 221 - 100 
PIM2 NBRE_STAT_01 451 428 - 100 
PIM2 SREB_SREB_01 580 303 - 100 
PIM2 SP1F_SREB_01 623 578 - 100 
PIM2 GREF_OCT1_01 642 594 - 100 
PIM2 SP1F_CAAT_07 759 693 - 100 
PIM2 SP1F_KLFS_01 759 742 - 100 
PIM2 KLFS_CREB_KLFS_01 792 742 - 100 
PIM2 SP1F_ETSF_02 909 716 - 100 
PIM2 NEUR_NEUR_02 921 739 - 100 
PIM2 SP1F_SP1F_01 931 885 - 100 
PIM2 AP2F_KLFS_01 950 931 - 100 
PIM2 NFKB_NFKB_04 1021 620 - 100 
Cette analyse a été effectuée sur le logiciel MatInspector de Genomatix. Les différents sites 
potentiels de fixation des facteurs de transcription sont présentés, avec en rouge ceux 
intégrant STAT et NF-kB. 
 
L’utilisation de deux inhibiteurs de NF-kB (Bay 11-7085 et NF-kB activation inhibitor) 
montre que l’inhibition de NF-kB diminue faiblement l’accumulation de Pimβ dans les UT-7, 
qu’elles soient cultivées en Epo ou bien déprivées, sans jamais inhiber totalement son 
expression (Fig. β4). Par ailleurs, ces inhibiteurs n’empêchent pas la réexpression de Pimβ 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
115 
 
induite par l’ajout d’EPO. Il semble donc qu’un autre mécanisme qui reste à identifier, 
contribue de façon indépendante de STAT5 et de NF-kB à maintenir l’expression de Pimβ 
dans ces cellules et ce mécanisme paraît indépendant de la signalisation intracellulaire, activée 
par les facteurs de croissance hématopoïétiques, en particulier de l’Epo et du SCF. 
 
  
Fig. 24 : NF-kB ne modifie que partiellement la stabilité de Pim2. Inhibiteur 1 de NF-kB 
correspond au Bay 11-7085 de Calbiochem (4µM) tandis que l’inhibiteur 2 correspond au 
NF-kB activation inhibitor de Calbiochem (1µM). La déprivation des UT-7 a été réalisée en 
IMDM-BSA 0,5% pendant 17h et l’inhibition de NF-kB pendant 12h. L’EPO est ajoutée à une 
concentration de 2U/mL dans toutes les conditions de l’expérience.  
 
I.͸.͹. Stabilité de l’ARN messager de Pim͸ 
L’utilisation de l’actinomycine D, un inhibiteur de la transcription, m’a permis d’estimer 
indirectement que la demi-vie de l’ARNm de Pimβ dans les UT-7 est de 4h (Fig. 25A). La 
forte instabilité de la protéine Pim2, dont la synthèse est inhibée par la cycloheximide, 
comparée à son ARNm semble donc déterminante et limitante dans la régulation de Pim2 
(Fig. 25B). 
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A  
 
B  
Fig. 25 : Stabilité du transcrit et de la protéine Pim2 dans les UT-7. A- L’inhibition de la 
transcription par l’actinomycine D nous permet d’évaluer indirectement la demi-vie de 
l’ARNm par l’augmentation de stabilité de la protéine Pim2. B- La combinaison d’un 
inhibiteur de la transcription (actinomycine D) et de la traduction (cycloheximide) met en 
évidence que la dégradation rapide de la protéine est le paramètre limitant de l’expression de 
Pim2. 
 
I.2.4. Hsp90 ne semble pas moduler la stabilité de Pim2 
L’intervention de la protéine chaperonne Hsp90, connue dans la régulation de Pim1, a 
également été testée. L’inhibition de Hsp90 par la geldanamycine ne montre cependant 
aucune modification de la stabilité de la protéine endogène de Pim2 (Fig. 26A), et aucune 
interaction n’est observée avec une isoforme taggée de Pimβ (Fig. β6B). La dégradation de 
Pim2 est donc constitutive et liée à un mécanisme intrinsèque à chaque isoforme. 
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Fig. 26 : Hsp90 n’interagit pas et n’influence pas la stabilité de Pim2. A- L’utilisation de la 
geldanamycine comme inhibiteur de Hsp90 ne modifie pas la dégradation de la protéine 
Pim2 endogène dans les UT-7 en présence de l’inhibiteur de la traduction cycloheximide. B- 
L’immunoprécipitation par le Tag HA de l’isoforme 3 de Pim2 taggée en C-Terminale et 
surexprimée dans les cellules HEK293 transfectées, ne co-immunoprécipite pas Hsp90. S : 
Fraction solubilisée, Ctrl : IP sur billes de protéine G seules, IP : Fraction immunoprécipitée 
par le Pim2 taggée. 
 
I.3. Discussion/Conclusion 
 
Ce travail a permis de montrer que l’accumulation de Pimβ est principalement régulée au 
niveau de son ARN messager, puisque les étapes de traduction et de dégradation de la 
protéine semblent échapper à un contrôle strict par la signalisation intracellulaire activée par 
les facteurs de croissance. Etant donné que l’activité de la kinase Pimβ est aussi constitutive, 
la régulation globale de cette kinase parait très limitée. J’ai pu mettre en évidence une 
régulation principalement transcriptionnelle de Pimβ par l’intervention du facteur de 
transcription STAT5, sous le contrôle de l’Epo dans les cellules dépendantes de ce facteur de 
croissance. L’identification d’au moins deux sites de fixation pour STAT5 sur le promoteur 
de Pim2 a été réalisée in silico, néanmoins une validation par ChIP (Chromatin-
Immunoprecipitation) est maintenant nécessaire afin d’identifier précisément la séquence 
nucléotidique impliquée dans le contrôle de la transcription de Pimβ par STAT5. L’ARNm de 
Pim2 est de plus relativement stable avec une demi-vie d’environ 4h, comparé à celle du 
messager de Pim1 dont il a été montré qu’elle n’était que de 50min en moyenne dans les 
cellules K562, Daudi et Jurkat (Meeker et al., 1990). Il a effectivement été décrit que l’ARNm 
de Pim1 contient des motifs de déstabilisation AREs (AU-Rich Elements), dont la séquence 
correspond à une suite multiple de AUUUA(n) (Mikkers et al., 2004). Des études ont montré 
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que la protéine Tristetraproline (TTP), qui reconnaît les motifs AREs, déstabilise l’ARNm de 
Pim1 mais ne modifie ni Pim2 ni Pim3 (Kim et al., 2012; Mahat et al., 2012). Chez l’Homme, 
il existe deux motifs AREs dans la région γ’ pour l’ARNm de Pim1. Après vérification des 
séquences, j’ai retrouvé ces motifs en version simple dans la région γ’ de Pimβ et Pimγ, alors 
que Pim1 est le seul à présenter une quadruple répétition du motif AUUUA(4), ce qui 
explique sa plus forte sensibilité à la TTP.  
 
Nous avons pu commencer à aborder la régulation d’expression de Pimβ au cours de la 
différenciation érythroïde. Le niveau d’expression de Pimβ dans ces cellules est similaire à 
celui de la lignée leucémique UT-7 sous Epo et la diminution d’expression de Pimβ dans ces 
cellules vers J9 semble corréler avec la perte de dépendance à l’Epo (Fig. β7). Cette 
observation est cohérente avec nos résultats concernant la régulation par STAT5 et permettrait 
d’impliquer Pimβ dans le développement normal des cellules érythroïdes. Il serait ainsi 
intéressant d’étudier si la surexpression de Pimβ peut, en-dehors du caractère anti-
apoptotique, être associée à un blocage de la différenciation de ces cellules. L’étude du rôle de 
Pimβ dans l’érythropoïèse est poursuivie par le Dr Yael Zermati (CR1 dans cette même 
équipe) et les premiers résultats suggèrent que Pim2 est aussi nécessaire à la survie des 
progéniteurs érythroïdes. 
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Fig. 27 : Etapes de l’érythropoïèse et les marqueurs associés (adapté de Courtois et al., 
2007). Les étapes encadrées en rouge correspondent aux cellules CD36+ engagées dans la 
différenciation érythroïde. Cette étape de différenciation est associée à une dépendance à 
l’Epo du stade proérythroblaste jusqu’au stade érythroblaste basophile compris 
(correspondant à l’intervalle J0-J9 sur la Fig. 23), puis à la perte progressive de cette 
dépendance. BFU-E : Burst Forming Unit-Erythroid ; CFU-E : Colony Forming Unit-
Erythroid ; Proebl : proérythroblaste ; Baso : érythroblaste basophile ; Poly : érythroblaste 
polychromatophile ; Acido : érythroblaste acidophile ; Ret : réticulocyte ; GR : globule 
rouge.  
 
 La demi-vie des trois isoformes de Pim2 est très courte avec néanmoins une différence 
significative entre celle de l’isoforme la plus longue et les deux autres. Cette différence n’est 
pas due à une localisation subcellulaire différente de chaque isoforme. Le signal de 
dégradation ne semble pas non plus être lié à des modifications post-traductionnelles comme 
des phosphorylations. De plus, l’autophosphorylation de Pim1 et Pimγ qui pourrait moduler 
leur dégradation ne semble pas effective pour Pim2. En effet, Pim1 s’autophosphoryle sur la 
S8 de sa région N-terminale (Bullock, 2005). Ce résidu est conservé pour Pim3, mais pas pour 
Pimβ. En accord avec cette différence de séquence, nous n’avons pas pu mettre en évidence 
d’autophosphorylation de Pimβ. Les trois isoformes de Pimβ sont dégradées par le 
protéasome et les formes qui s’accumulent dans les cellules lorsque le protéasome est inhibé 
sont catalytiquement actives. Nous avons recherché l’Eγ ligase qui pourrait être responsable 
de cette dégradation rapide. La différence de stabilité des isoformes qui ne différent que par 
leur extrémité NH2 et la dégradation très rapide de ces protéines nous ont conduits à 
envisager l’intervention du système N-end rule. Malgré l’utilisation de très nombreux 
inhibiteurs ciblant des éléments différents de cette voie, nous n’avons jamais observé de 
stabilisation d’aucune isoforme de Pimβ.  
La firme Millenium a développé un inhibiteur de neddylation qui bloque les complexes E3 
ligase utilisant une culline comme protéine d’assemblage (« scaffold »). Nous avons vérifié 
que, dans les cellules UT-7, ce composé inhibe la dégradation du récepteur de l’Epo stimulé 
par son ligand. En effet, l’équipe où j’ai effectué ma thèse avait montré qu’après stimulation, 
l’EpoR est reconnu au niveau d’une sérine phosphorylée par un complexe d’ubiquitination à 
culline dont la protéine de reconnaissance est la -TRCP. Par contre, cet inhibiteur ne confère 
aucune stabilité aux isoformes de Pimβ. De même, un inhibiteur de E1 ligase protège l’EpoR 
activé de la dégradation par le protéasome mais ne stabilise pas Pim2. Malgré de nombreuses 
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tentatives, nous n’avons pas pu mettre en évidence de façon claire l’ubiquitination de Pimβ. 
L’ensemble de ces résultats nous a conduits à émettre l’hypothèse que Pimβ pourrait être 
dégradé par le protéasome sans être préalablement ubiquitiné.  
Le protéasome 26S et le protéasome 20S sont tous les deux impliqués dans la dégradation de 
protéines non ubiquitinées mais selon des processus apparemment différents. Le protéasome 
26S qui dispose des ATPases nécessaires à la dénaturation des protéines nécessite de l’ATP 
pour dégrader ses cibles, même non ubiquitinées. La dégradation de l’apomyoglobine a été 
bien étudiée. Elle met en jeu la reconnaissance d’une petite hélice flexible instable et en 
équilibre avec une forme désorganisée qui est localisée au centre de la molécule et est enfouie 
dans l’holomyoglobine, correspondant à la forme associée à son ligand, l’hème (Singh 
Gautam et al., 2012). 
Par contre, la dégradation de la thymidylate synthase (TS) par le protéasome 26S semble plus 
simple et ne nécessite qu’une région désorganisée dans sa partie N-terminale. La simple 
délétion de γ acides aminés ou l’ajout d’un « tag » histidine dans cette région stabilise 
considérablement la TS. Les trente acides aminés N-terminaux sont suffisants pour conférer 
une forte instabilité à une protéine normalement stable. Néanmoins, la partie C-terminale de 
la protéine semble aussi jouer un rôle sur sa stabilité et de la même façon, l’insertion d’un tag 
histidine associée à la mutation d’une proline située près de l’extrémité C-terminale stabilise 
totalement la protéine quelque soit la séquence de l’extrémité N-terminale (Peña et al., 2006). 
Le protéasome 20S peut aussi dégrader directement des protéines. Baugh et al. ont montré 
qu’environ β0% des protéines cellulaires peuvent être dégradées par le protéasome β0S 
(Baugh et al., 2009). Cette dégradation ne peut nécessiter l’ubiquitination préalable des 
protéines puisque la forme 20S du protéasome est dépourvue des sous-unités permettant la 
reconnaissance des chaines d’ubiquitine. Elle est aussi dépourvue des ATPases qui assurent la 
dénaturation des protéines à dégrader. Cette absence de machinerie de dénaturation explique 
probablement pourquoi dans tous les cas correctement étudiés, la dégradation se fait à partir 
de régions naturellement désorganisées de la molécule cible (Tsvetkov et al., 2008). 
La dégradation de p53 par un mécanisme ubiquitine-indépendant a été bien étudiée par le 
groupe de Y. Shaul. La dégradation de p53 par le protéasome 26S après ubiquitination par 
MDM2 est bien connue. Le groupe de Y. Shaul a montré que p53 pouvait aussi être dégradée 
très rapidement par le protéasome 20S (Asher and Shaul, 2005). La dégradation implique la 
région N-terminale fortement désorganisée de p53 (Tsvetkov et al., 2009). Le même groupe a 
ensuite montré que de nombreuses protéines présentant des extrémités désorganisées 
pouvaient aussi être dégradées par le protéasome 20S. Cette observation les a conduits à 
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introduire la notion de dégradation « par défaut » qui nous parait bien s’appliquer à Pimβ 
(Asher et al., 2006). 
 
Il parait donc exister un consensus sur la nécessité de présenter une région déstructurée, de 
préférence localisée dans la partie N-terminale de la protéine pour aboutir à une dégradation 
ubiquitine-indépendante par le protéasome. Qu’en est-il des différentes isoformes de Pim2 ? 
L’analyse des isoformes à l’aide du logiciel PSIPRED vγ.γ / DISOPREPβ (Fig. β8) montre 
sans ambiguïté que la région N-terminale des trois isoformes est fortement désorganisée. La 
partie C-terminale pourrait aussi, quoique de façon moins importante, être désorganisée.  
 
 
Fig. 28 : Analyse de la structure secondaire et tertiaire de Pim2. Cette analyse a été réalisée 
sur le logiciel Disoprep2. La région correspondant au domaine kinase est indiquée. 
 
Notre hypothèse d’une dégradation par le protéasome sans ubiquitination préalable est donc 
fortement plausible et permettrait d’expliquer l’absence de sensibilité aux inhibiteurs de E1 et 
de E3 ligase que nous avons mise en évidence, et la très grande difficulté à observer des 
formes ubiquitinées de Pim2. Pour la tester, il sera nécessaire de purifier les formes 
endogènes de Pim2. En effet, plusieurs études rapportées ci-dessus montrent clairement que 
toute modification de la protéine, comme l’ajout d’un tag, est susceptible de modifier la 
sensibilité de la protéine à la dégradation par le protéasome. La protéine raisonnablement 
purifiée pourra alors être incubée avec du protéasome 20S ou 26S pour vérifier notre 
hypothèse. 
 
Conclusions 
Pim2 semble régulé de manière différente de Pim1 par de nombreux aspects. En effet, Pim1 a 
été montré comme régulé au niveau de sa traduction, également par son association aux 
Hsp90 ou Hsp70 ainsi que par sa capacité d’autophosphorylation, tandis que nos résultats 
révèlent que Pimβ n’est pas sensible à ces phénomènes. L’activité de Pimβ semble finalement 
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peu contrôlée puisque le principal niveau de régulation serait son expression 
transcriptionnelle, ce qui pourrait expliquer les différences entre les cellules de LAM, 
érythroïdes et de myélomes. En conclusion, il n’y a pas ou peu de contrôle au niveau 
traductionnel ni au niveau de la dégradation de la protéine (identique dans toutes les lignées 
testées) qui apparaît être réalisée selon le processus « par défaut » défini par le groupe de 
Shaul. 
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II. Analyse phosphoprotéomique quantitative des effets de l’inactivation 
de Pim2. 
II.1. Introduction 
Lorsque j’ai commencé ce travail, les résultats obtenus par Jérôme Tamburini et Alexa Green 
dans l’équipe montraient que Pimβ était nécessaire pour maintenir un niveau de traduction 
élevé, dans les cellules de leucémie aiguë myéloïde, et que l’inactivation de Pimβ provoquait 
la mort de ces cellules. A ce moment, les substrats connus de Pim2 étaient très peu nombreux 
et les mécanismes permettant d’expliquer cet effet sur la survie des cellules de LAM restaient 
d’autant plus mystérieux que l’inactivation des trois Pim kinases chez la souris avait peu 
d’effet. Devant le peu de données disponibles alors dans la littérature concernant le 
mécanisme d’action de cette kinase, nous avons décidé de réaliser une analyse globale des 
modifications du phosphoprotéome induites par l’inactivation de Pimβ. Cette approche 
paraissait envisageable puisque des techniques d’isolement de phosphopeptides, tout en 
restant délicates d’utilisation, commençaient à être reproductibles et la plateforme de 
protéomique de l’Université Paris Descartes venait d’être équipée d’un spectromètre de masse 
capable de réaliser efficacement ces analyses.  
A l’époque, aucun inhibiteur efficace et suffisamment spécifique des Pim kinases n’était 
disponible (aucun inhibiteur spécifique de Pimβ n’est par ailleurs disponible actuellement). 
De plus, même si l’utilisation d’inhibiteurs permet généralement de bloquer quasi 
immédiatement l’activité de la kinase ciblée, la spécificité de ces inhibiteurs dont la plupart 
compètent avec l’ATP, est toujours fortement sujette à caution. Nous avons donc décidé 
d’utiliser un modèle de shRNA inductible pour évaluer les effets de l’inactivation de Pimβ sur 
le phosphoprotéome de cellules de leucémies aiguës. Cette approche était possible grâce à la 
demi-vie très courte des protéines Pim2 et de son messager, que nous avons mis en évidence 
dans la partie précédente. Nous pouvions ainsi espérer identifier des évènements de 
phosphorylation réellement régulés par Pim2, bien que possiblement de façon indirecte, et pas 
des événements liés à des modifications cellulaires secondaires, apoptose ou blocage de la 
prolifération.  
J’ai réalisé plusieurs analyses protéomiques sur des cellules leucémiques pour déterminer les 
mécanismes d’action de Pimβ. L’étude comparative du phosphoprotéome d’une lignée 
leucémique Molm14, invalidée ou non par un shARN inductible de Pim2, a permis 
l’identification de substrats potentiels et de l’influence multiple de Pimβ dans la signalisation 
et les fonctions cellulaires. Les données obtenues ont ainsi révélé une régulation positive de 
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l’ensemble des substrats de mTOR, suggérant un rôle de Pim2 en amont de mTOR et non en 
parallèle de cette voie de signalisation, comme il avait été proposé. Au moment où j’ai obtenu 
ces résultats, l’activation de la voie mTORC1 par Pimβ dans les cellules de myélome multiple 
a été publiée par une équipe de Novartis (voir discussion). J’ai produit un anticorps anti-Pim2 
immunoprécipitant (les anticorps commerciaux ne sont efficaces qu’en western blot) pour 
identifier les protéines interagissant avec Pim2 dans les cellules leucémiques. La comparaison 
des données de phosphoprotéomique et de l’interactôme a suggéré que la polo-like kinase 
PLK1 pouvait être un substrat direct de Pim2, dont la phosphorylation a été confirmée par 
kinase assay et le site a été identifié en spectrométrie de masse. Ces résultats ont été supportés 
par des expériences de co-localisation par immunofluorescence, nous montrant la formation 
surprenante du complexe Pim2/PLK1 au cours des phases de la mitose. PLK1 intervient dans 
le contrôle du cycle cellulaire et est surexprimé dans les LAM mais a aussi été montré comme 
un activateur possible de la voie mTOR (Renner et al., 2009, 2010).  
L’ensemble de ce travail a permis d’envisager de nouveaux mécanismes d’actions de Pimβ 
dans le contrôle de la traduction et permet de placer Pim2 en amont de mTOR, mais ouvre 
également des perspectives sur son intervention dans la régulation du cycle cellulaire et la 
réponse aux dommages à l’ADN dans les cellules leucémiques. 
 
II.2. Matériel et méthodes 
 
Culture cellulaire 
Les cellules de LAM (Molm14 et UT-7) ont été cultivées en α-Modified Eagles Medium 
(αMEM) complété par 10% de sérum de veau fœtal (SVF) et β U/mL d’EPO recombinant 
pour les UT-7 (Walrafen et al., 2005). Les cellules HeLa ont été cultivées en Dulbecco’s 
Modified Eagles Medium (DMEM) complété avec 10% de SVF. Les cellules Molm14 ont été 
infectées par un vecteur lentiviral PLKO Tet-on de Addgene, Cambridge, MA, (Wiederschain 
et al., 2009) codant un ShARN de Pim2 inductible par la doxycycline ou un ShARN Scramble 
inductible par la doxycycline comme contrôle (Willems et al., 2013). Les cellules qui ont 
intégré stablement le vecteur sont résistantes à la puromycine et ont été sélectionnées. 
L’expression des ShARN était induite par l’ajout de β00ng/mL de doxycycline dans le milieu 
de culture. Pour les expériences SILAC, les cellules ont été cultivées pendant au moins 3 
semaines dans de l’alpha-MEM complété avec 80mg/L de proline, 10% de SVF dialysé et 
100mg/L de chacun des acides aminés non marqués L-Arg et L-Lys (milieu « léger ») ou 
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marqués 13C6 L-Arg et 13C6,15N2 L-Lys (milieu « lourd »). Nous avons contrôlé que ces 
conditions de culture ne modifient ni la prolifération ni la survie des cellules. Avant chaque 
expérience, des extraits cellulaires étaient digérés avec la trypsine et analysés par 
spectrométrie de masse pour vérifier que les protéines étaient totalement marquées comme 
attendu avec la forme légère ou lourde de l’Arg et de la Lys. Deux expériences ont été 
réalisées pour identifier les phosphoprotéines régulées par Pim2. 
 
Analyse phosphoprotéomique 
Les cellules Molm14 en croissance exponentielle ont été traitées pendant 12 heures avec 200 
ng/mL de doxycycline pour induire l’expression de Pimβ ou du ShARN Scramble. Les 
cellules ont été lavées deux fois avec du PBS et solubilisées dans de l’HEPES/NaOH β0mM 
pH8 contenant 8M Urée, 1mM de Vanadate de sodium, 2,5mM de b-glycerophosphate de 
sodium et 1mM de pyrophosphate de sodium. Les protéines des cellules exprimant le ShARN 
Pim2 ou le ShARN Scramble ont été mélangées en quantités équivalentes, réduites par 5mM 
de DTT et alkylées avec 10mM de chloroacétamide. L’urée a été diluée à 2M avec de 
l’HEPES/NaOH β0mM pH8 et les protéines ont été digérées toute la nuit avec la trypsine par 
une quantité correspondant au 1/100 de la masse totale de protéines à digérer. Les peptides 
ont ensuite été nettoyés par chromatographie de phase inverse C18 et lyophilisés. Les peptides 
lyophilisés ont ensuite été dissous dans un tampon à 50mM de KH2PO4 pH2,7 contenant 
30% acétonitrile (ACN) et séparés par chromatographie échangeuse de cation (SCX) en 
utilisant une colonne Resource S 5x90mm connectée à un appareil de chromatographie Akta 
micro. Les peptides ont été élués avec un gradient de KCl de 0 à 100mM dans le même 
tampon et les peptides fermement fixés ont été finalement élués avec 350mM de KCl dans le 
même tampon puis par 1M NaCl dans un tampon 5mM KH2PO4 pH7.00. 
14 fractions ont été collectées, les peptides ont été nettoyés par chromatographie C18 et 
lyophilisés. Les peptides de chaque fraction ont ensuite été dissous dans β50mM d’acide 
acétique contenant γ0% d’ACN et les phosphopeptides ont été purifiés par IMAC Fer 
(PhosSelect reagent, Sigma) comme décrit (Huttlin et al., 2010). Les peptides non-fixés 
étaient ensuite traités sur des billes de TiO2 comme décrit (Kettenbach and Gerber, 2011). 
Les éluats des purifications de l’IMAC Fer et de la TiOβ sont mélangés par fraction, et 
chaque fraction est dessalée par chromatographie de phase inverse et analysée par 
spectrométrie de masse. 
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Analyse par spectrométrie de masse 
Les analyses LC-MS/MS des phosphopeptides ont été réalisées sur un Orbitrap LTQ-Velos 
équipé avec un système Dionex de nanochromatographie RSLC (Chromatographie Liquide à 
Séparation Rapide). Les peptides de chaque fraction ont été dissous dans 2% ACN contenant 
0,1% TFA et chargés sur une précolonne C18 (2cm de long, 75µm de diamètre interne, 3µm 
de taille de particules et 100 Å de taille de pores). Ils ont été séparés sur une colonne C18 
(75µm x 15cm, 2µm de taille de particules et 100 Å de taille de pores) par un gradient de 2 
heures de 100% de A (0,1% TFA) à 50% de B (85% TFA, 0,085% acide formique). Les 
spectres de masses ont été acquis dans un mode « data dépendant » avec une analyse MS 
d’une résolution de 60 000 dans l’Orbitrap (m/z : 400 à 2000, Gain de Control Automatique 
(AGC) 1x106, temps d’injection maximum 500ms) et jusqu’à 10 scans MS/MS dans le LTQ 
pour les pics les plus intenses de chaque scan de balayage (fenêtre de sélection de 2 m/z, ions 
chargés +2 ou +3, signal minimum à 500, AGC 5x103, temps d’injection maximum autorisé 
200 ms). La procédure Multistage activation (MSA) a été activée sur la détection de pertes de 
neutres de 98, 65,3, 49 et 32,6 m/z. La fragmentation ETD a été utilisée pour les états de 
charge = 5 avec m/z<950, pour les états de charge = 4 avec m/z<900 et pour les états de 
charge = γ avec m/z<650. Un temps d’exclusion dynamique de γ0 secondes a été utilisé pour 
éviter de fragmenter de façon répétée les mêmes peptides. 
 
Analyse des données (MaxQuant et Perseus) 
Les fichiers Raw (données brutes du spectromètre de masse) obtenus par l’Orbitrap ont été 
analysés par le logiciel de quantification MaxQuant (version 1.3.02) en utilisant la base de 
données de séquences Uniprot chez l’homme de β01β au format FASTA, préalablement 
intégrée dans l’outil de configuration de base de données d’Andromeda (le moteur de 
recherche de MaxQuant). Cette version de MaxQuant dispose d’une liste de contaminants 
qu’il est possible d’intégrer dans l’analyse et d’une configuration Reverse de la base de 
données qui permet de fixer à une valeur choisie (1% dans notre cas) le taux d’erreur dans les 
identifications. 
L’ensemble des fichiers Raw obtenu pour toutes les fractions en duplicate d’une même 
expérience peuvent être regroupés, et chaque expérience est définie par un groupe. Les 
paramètres d’interrogation doivent ensuite être réglés pour chaque groupe comme décrit (Cox 
et al., 2009): 
- Les modifications variables utilisées (Oxydation (O) des méthionines, Acétylation (Protein 
N-term), Phosphorylation (STY)), le nombre de marquage et le type de marqueurs (2, 
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Lys8/Arg6), la digestion enzymatique utilisée (Trypsine), le nombre de modifications 
maximum par peptides (5) et le nombre d’acides aminés marqués maximum (γ). Le nombre 
de défauts de clivages maximum autorisé a été fixé par défaut à 2 et le nombre de charges à 7. 
La seule modification fixe utilisée est la carbamidométhylation des cystéines (C). Une 
première recherche sera réalisée à 20 ppm avec une recherche principale à 6 ppm sur les ions 
parents (MS). 
- Les paramètres d’analyses MS/MS sont définis par le type d’analyseur (ITMS avec De-
isotoping) avec une tolérance MS/MS de 0,5 Da et de 6 pics pour 100 Da.  
- Les paramètres d’identification et de quantification utilisés sont définis par le taux de faux 
positif (Protein FDR, Peptide FDR et Site FDR = 0,01), par le nombre minimum d’un même 
peptide identifié et par le nombre minimum de peptides uniques identifiés pour considérer 
l’identification d’une protéine, qui sont fixés par défaut à 1 puisque nous travaillons sur des 
phosphopeptides à condition que le peptide soit composé d’au moins 6 acides aminés. Pour 
l’analyse du protéome global, la quantification des protéines totales se fait sur les peptides 
non-modifiés et les peptides oxydés (O) et acétylés (Protein N-term) avec au minimum 2 
peptides marqués pour calculer le ratio selon un mode de calcul basé sur les peptides uniques 
et les peptides « Razor » (correspondant à des peptides non-uniques intégrés dans les groupes 
de protéines qui présentent le plus de peptides). La quantification des sites spécifiques se fait 
sur les peptides comportant le moins de modifications et les ratios sont normalisés selon la 
méthode des moindres carrées. 
Les résultats sont combinés dans plusieurs fichiers txt selon l’information souhaitée qui 
peuvent ensuite être analysés par l’outil de représentation statistique Perseus. 
Les listings de données, correspondant aux renseignements sur la quantification des 
phosphopeptides (STY), sont intégrées sous Perseus et le Processing Significance B peut être 
utilisé pour déterminer la p-Value (fixée à 0,05) basée sur les données Ratio H/L Silac et 
l’intensité observée de chaque peptide. 
 
Interactome  
10.106 de cellules UT-7 ont été lysées pour chaque immunoprécipitation dans un tampon 
1%NP40 complété avec des inhibiteurs de protéases et de phosphatases. Les protéines ont été 
immunoprécipitées par des billes de protéine G Sepharose en utilisant un anticorps produit 
chez le lapin et dirigé contre la partie commune aux 3 isoformes de Pim2. 
L’immunoprécipitation contrôle correspond à l’utilisation du sérum pré-immuns du lapin 
utilisé pour la production d’anticorps. L’élution a été effectué par ajout de laemmli. 
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Les éluats sont déposés sur gel d’acrylamide 10%, puis coloré au bleu de coomassie. Les 
morceaux de gel contenant les protéines sont découpés et les protéines extraites puis digérés 
en peptides par la trypsine. Les peptides sont ensuite identifiés par spectrométrie de masse. 
Les listes d’identification ont été comparées puis toutes les protéines identifiées dans 
l’immunoprécipitation contrôle, correspondant au sérum pré-immun du lapin utilisé pour faire 
notre anticorps, ont été éliminées. Suite à ce nettoyage, l’ensemble des protéines est soumis à 
une comparaison avec les protéines recensées dans le CRAPOME (contaminant repository for 
affinity purification-mass spectrometry) comme décrit (Mellacheruvu et al., 2013), afin 
d’éliminer toutes les protéines reconnues comme non-spécifiques dans la purification de 
protéines sur billes. 
 
Analyse NanoPro 1000 
Le systéme d’immunodétection nanofluidique NanoPro 1000 permet de séparer de très petites 
quantités de protéines (typiquement équivalentes à 40 ng de lysat cellulaire soit environ 400 
cellules leucémiques) selon leur point isoélectrique dans des capillaires d’environ 5 cm de 
long et de 400 nL). L’étendue du gradient de pH est définie par le choix d’un mélange 
d’ampholytes et permet une séparation fine des protéines, avec une résolution inférieure à 
0.05 U pH, qui permet en général de séparer les protéines selon leur degré de phosphorylation 
(les groupements phosphates diminuent le pI de la protéine). Les protéines sont ensuite fixées 
de façon covalente sur les parois du capillaire puis les protéines d’intérêt sont révélées selon 
la même procédure que dans un western classique : hybridation avec un anticorps primaire, 
lavages, hybridation avec un anticorps secondaire marqué par la peroxydase et révélation par 
un substrat de la peroxydase de type luminol. 
Pour ces expériences, les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS et une fois avec 20mM 
de Bicine pH7,5 contenant 250mM de sucrose pour éliminer un maximum de sels. Les 
cellules étaient solubilisées avec un tampon 20mM de Bicine pH7,5 contenant 1% de 
CHAPS, 40mM de NaF, 12,5mM de b-glycerophosphate, 1mM d’orthovanadate de sodium, 
1mM d’EDTA et des inhibiteurs de phosphatases et protéases (Sigma P0044 and P8γ40). Les 
cellules ont été incubées pendant 20min sur la glace et centrifugées à 20 000g pendant 15min. 
Les surnageants ont été stockés à -80°C. La concentration en protéines a été déterminée en 
utilisant le test BCA (Pierce) et les échantillons de protéines ont été dilués à 0,4µg/µl en 
utilisant le tampon de solubilisation. 2,5µL du surnageant dilué ont été mélangés avec 7,5µL 
du mélange d’ampholytes G1 (pH de 4 à 7, ProteinSimple) contenant les marqueurs de points 
isoélectriques (pI) fluorescents. 400nL du mélange ont été séparés par isoélectrofocalisation 
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(40 min, 21mW), les protéines ont été cross-linkées aux parois du capillaires par exposition 
UV (100 sec) et hybridées pendant 3 heures aux anticorps primaires. Après lavage, les 
protéines ont été révélées en utilisant les anticorps secondaires couplés HRP et le réactif 
luminol (ProteinSimple). Les données ont été analysées en utilisant le logiciel Compass 
(ProteinSimple). 
 
Immunofluorescence et système HaloTag 
Le fragment Halotag a été amplifié par PCR en utilisant comme matrice le plasmide pTHN 
fournit par Promega. Des sites AgeI ont été insérés sur les oligonucléotides pour le clonage du 
fragment dans le vecteur pLenti PGK Blast DEST en position 5’ et en aval du promoteur 
PGK. Une séquence consensus Kozak intégrée permet une optimisation de l'utilisation de 
l'ATG initiateur. Les vecteurs d’entrée et de destination ont été mis au point dans le système 
de clonage Gateway de Invitrogen, développé au laboratoire par Mireille Lambert. Le vecteur 
de destination (pLenti PGK HaloTag Blast DEST) a été obtenu par insertion du fragment de 
PCR au site AgeI (Figure 4). La recombinaison du vecteur de destination avec le vecteur 
d'entrée pENTR Pim2 iso3 par le système Gateway, nous a permis de construire un vecteur 
d'expression pour la protéine de fusion Halotag®-Pim2. 
La transfection des cellules HeLa a été effectuée par le PEI (Polyethylenimine). Le marquage 
de la protéine HaloTaggée, issue de la transfection ou de l’infection, a été réalisé par l’ajout 
du ligand TMR direct HaloTag (Ex 555nm/Em585nm de Promega) dans le milieu de culture 
par diffusion sur la nuit. Les cellules ont été bloquées à la transition Gβ/M par l’ajout de 
Nocodazole (50ng/mL) sur les cellules pendant 6-7h puis relachées après 2 lavages pendant 
30min. 
Les cellules ont été fixées avec du PBS formaldéhyde 2% à 37°C pendant 20min à RT, 
marquées à la Lectine WGA (Alexa Fluor 488 conjugate W11261 de Molecular probes, 
Invitrogen)) à 5µg/mL, perméabilisées au PBS Triton 0,2% et rincées en PBS BSA 1%. Les 
cellules ont ensuite été marquées avec les anticorps souhaités. Anticorps secondaires Anti-
Rabbit Alexa Fluor 568 (Invitrogen) au 1/500. Milieu de montage (Vectashield) complété 
avec du DAPI H-1500. 
Les observations ont été effectuées avec un microscope confocal Leica TCS SP2 AOBS et un 
microscope confocal Spinning Disk Leica DMI6000 (Plateforme d’imagerie de l’institut 
Cochin). Les images ont été traitées avec le logiciel Image J. 
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II.3. Résultats 
Pour comprendre le mécanisme d’action de Pimβ dans les cellules leucémiques, les effets de 
son invalidation par ShARN ont été étudiés.  
 
II.3.1. Pim2 favorise la prolifération et la survie cellulaire dans les LAM 
L’invalidation de Pimβ par l’utilisation d’un shARN inductible s’observe dès 4 heures après 
l’ajout de doxycycline, est maximale dès 8 heures et perdure pendant au moins γ jours (Fig. 
29A). Cette invalidation dans la lignée leucémique Molm14 provoque une augmentation du 
taux d’apoptose (Fig. β9B) visible dès Jγ. Cette première observation montre l’importance de 
Pimβ pour la survie de ces cellules. L’inactivation de Pimβ provoque aussi un blocage du 
cycle cellulaire en phase G1/S dès Jγ mais plus important à J4 (Fig. β9C). L’analyse en 
cytométrie de flux de la quantité d’ADN par cellule nous permet de distinguer une phase Sub-
G1 dans la partie gauche du graphique, correspondant à l’augmentation du nombre de cellules 
apoptotiques, ce qui confirme les résultats de fixation de l’annexine 5. Les cellules Molm14 
sont donc dépendantes de Pim2 pour leur survie et leur prolifération. 
 
A  
 
B  
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Fig. 29 : L’invalidation de Pim2 augmente l’apoptose et induit un blocage en G1/S. A- 
L’ajout de Doxycycline induisant le ShARN dirigé contre Pim2 invalide l’expression de Pim2 
sous 6h avec un effet persistant in vitro sur les cellules leucémiques Molm14. B- Le nombre 
de cellules Annexin 5 positives révèle que l’inhibition de l’expression de Pim2 induit une 
augmentation du taux d’apoptose croissant à partir de J3 (Green A. non publié). C- L’analyse 
par iodure de propidium des cellules Molm14 avec le ShPim2 induit (+) ou non (-), nous 
montre un blocage du cycle cellulaire en G1/S très marqué à J4 et présentant une phase Sub-
G1 (**) correspondant aux cellules apoptotiques. 
 
II.3.2. Exploration différentielle du phosphoprotéome et protéome par 
la méthode SILAC 
 
J’ai utilisé les cellules de la lignée MOLM14 que j’ai marquées de façon stable avec des 
acides aminés (Lys et Arg) alourdis (méthode SILAC). J’ai tiré avantage de la très courte 
demi-vie de Pim2 pour analyser les modifications de phosphorylation se produisant très 
rapidement après induction du shRNA (12h) et disparition de Pim2, avant qu’aucune 
indication d’apoptose ne soit observable dans ces cellules. J’ai mis en place une technique 
d’enrichissement des phosphopeptides en utilisant d’abord une étape de chromatographie sur 
colonne échangeuse de cations (Fig. 30), permettant de fractionner les peptides selon un 
gradient de concentration, suivie d’une purification par chromatographie d’affinité sur métal 
immobilisé (IMAC-fer) et sur oxyde de titane.  
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Fig. 30 : Enrichissement, identification et quantification des phosphopeptides. 
Chromatogramme des différentes fractions obtenu par chromatographie échangeuse de 
cations. Le spectre rose correspond aux peptides visibles à l’UV 215nm, le spectre vert 
correspond au gradient d’élution tandis que le spectre marron correspond à la 
conductimétrie des sels utilisés. Les lettres A et B rouges sur l’abscisse représentent les 
différentes fractions récoltées de 2mL chacune. Certaines de ces fractions peu riches en 
peptides ont été rassemblées et 14 fractions ont été finalement analysées. Les 
phosphopeptides de chacune de ces 14 fractions ont été purifiés par affinité pour le fer et 
l’oxyde de titane puis analysés par spectrométrie de masse. 
 
Les peptides purifiés ont été identifiés par spectrométrie de masse sur la plateforme de 
protéomique de l’Université Paris Descartes. L’analyse des données obtenues sur deux 
expériences répétées m’a permis d’identifier 598γ sites de phosphorylation, dont β4γ9 d’entre 
eux sont retrouvés dans les deux analyses distinctes (Fig. 31A). La proportion de résidus 
phosphorylés (Fig. 31B) nous montre que la phosphosérine est de loin très majoritaire 
(82,63%) suivi de la phosphothréonine (14,7%) et pour finir de la phosphotyrosine (2,67%). 
De plus, nous avons pu observer qu’un certain nombre de ces phosphopeptides présente 
plusieurs résidus phosphorylés sur le même peptide (Fig. 31C) avec un maximum observé de 
5 phosphates. 
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J’ai ensuite utilisé le logiciel MaxQuant pour analyser les résultats et quantifier le ratio H/L 
correspondant au rapport de l’intensité des formes lourdes (Molm ShPim2) et des formes 
légères (Molm ShScramble). La répartition des phosphopeptides selon l’intensité et leur ratio 
SILAC est visible par la représentation en Scatter Plot du logiciel d’analyse statistique 
Perseus (Fig. 31D).  
A     B     C  
D  
Fig. 31 : Données analytiques des identifications de phosphopeptides purifiés. A- 4813 
Molm1 (rouge), 3609 dans Molm2 (jaune) dont 2439 communs (orange) dans les deux 
expériences. B- Proportion moyenne des résidus phosphorylés dans l’ensemble des 
phosphopeptides identifiés pour les deux expériences. C- Nombres de peptides mono ou 
polyphosphorylés, en excluant les peptides retrouvés sous plusieurs états de phosphorylation 
qui n’ont pas été pris en compte. D- La représentation en Scatter Plot du logiciel Perseus de 
tous les phosphopeptides identifiés avec un ratio SILAC par le logiciel MaxQuant. Toutes les 
croix vertes représentent un phosphopeptide unique dont le ratio est statistiquement 
différentiel (p-value inférieure à 0,05). 
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Parmi ceux-ci, la quantification du ratio SILAC met en évidence que 251 sites de 
phosphorylation uniques (pour 186 protéines différentes) étaient réduits au minimum du tiers 
lorsque l’expression de Pimβ était inhibée (ratio < 0,67). Inversement, 191 sites de 
phosphorylation (pour 159 protéines différentes) étaient indirectement augmentés de plus du 
tiers par l’inhibition d’expression de Pimβ (ratios > 1,5). Ces peptides différentiellement 
phosphorylés dans les cellules exprimant ou non Pim2 sont présentés en annexe 2 et 3. 
L’analyse du protéome total a aussi été réalisée à 48h. 4421 protéines ont été identifiées et 
3383 ont pu être quantifiées au cours de 4 analyses. Plusieurs protéines dont la 
phosphorylation était significativement modifiée par l’inactivation de Pimβ ont été retrouvées 
et ne montrent pas de variation de leur expression, confirmant que les variations de 
phosphorylation sont exclusivement liées à l’influence de Pimβ sur la signalisation et non sur 
leur niveau d’expression. Néanmoins, plusieurs phosphopeptides différentiellement observés 
dans les cellules exprimant ou non Pim2 appartiennent à des protéines de signalisation, très 
probablement exprimées de façon relativement faible qui n’ont pas été observées lors de cette 
analyse globale (cf. tableaux suivants 7-8-9). Très peu de protéines différentielles ont été 
retrouvées dans cette analyse globale (68 protéines dont l’expression était diminuée de plus de 
γγ % et 48 protéines dont l’expression était augmentée de la même valeur) montrant que le 
protéome global de la cellule était très peu modifié 48 heures après l’inactivation de Pim2. 
Néanmoins, parmi les 68 protéines dont l’expression était diminuée, on trouve 18 protéines 
ribosomales dont le messager présente une séquence TOP.  
 
L’analyse des protéines portant les sites de phosphorylation régulés par Pimβ montre qu’elles 
sont impliquées dans plusieurs processus cellulaires importants ; mitose, réparation de l’ADN 
et, comme suspecté, la traduction protéique. 
 
II.3.3. Pim2 régule la signalisation mTOR 
De façon assez inattendue, j’ai trouvé plusieurs substrats directs ou indirects du complexe 
mTORC1 (Table 7) ; l’enzyme CAD à l’origine de la synthèse des pyrimidines sur le site de 
phosphorylation par mTORC1 (S1859) (Robitaille et al., 2013; Ben-Sahra et al., 2013), des 
sites de RPS6 phosphorylés par la p70S6K (Sβγ6 et Sβ40), des sites de l’adaptateur 
moléculaire IRS2 cibles de cette même kinase (dont la Ser 1149, homologues du résidu 1101 
d’IRS1). Ceci laissait supposer que Pimβ régule l’activation du complexe mTORC1. 
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Protein names Gene 
names 
Localization 
prob 
Position p-Value Ratio H/L 
normalized 
Ratio 
H/L 
protein 
40S ribosomal 
protein S6 
RPS6 0.992084 236 3.72E-05 0.37087 0.9306 
Insulin receptor 
substrate 2 
IRS2 0.993465 388 0.058804
06 
0.55622 NF 
Insulin receptor 
substrate 2 
IRS2 0.996682 391 0.058918 0.57578 NF 
Insulin receptor 
substrate 2 
IRS2 0.981656 1162 0.016276
3 
0.57712 NF 
CAD protein CAD 1 1859 0.003209
05 
0.59277 0.9593 
Eukaryotic 
translation 
initiation factor 
4E-binding 
protein 1 
EIF4E
BP1 
0.999916 70 0.006088
95 
0.6202 1.021 
40S ribosomal 
protein S6 
RPS6 0.999214 240 0.040837
8 
0.62313 0.9306 
Insulin receptor 
substrate 2 
IRS2 0.503056 1164 0.067696
42 
0.62812 NF 
Insulin receptor 
substrate 2 
IRS2 0.543961 1149 0.067696
42 
0.62812 NF 
Insulin receptor 
substrate 2 
IRS2 0.532791 1151 0.062654
11 
0.64407 NF 
Proline-rich 
AKT1 substrate 1 
AKT1S
1 
0.987111 88 0.062037
56 
0.65208 NF 
Proline-rich 
AKT1 substrate 1 
AKT1S
1 
0.99593 92 0.070715
22 
0.66157 NF 
Table 7 : Liste de phosphopeptides downrégulés en absence de Pim2 impliqués dans la voie 
mTORC1. Probabilité de localisation du résidu phosphorylé > 0,5, avec un ratio différentiel 
diminué d’un facteur 1,5 lorsque Pim2 est invalidé (ratio < 0,67). AKT1S1 se nomme aussi 
PRAS40 ; NF signifie que les protéines n’ont pas été quantifiées dans l’analyse globale. 
 
La phosphorylation de la thréonine 70 de 4E-BP1 a également été validée comme régulée par 
Pimβ et d’autres sites de phosphorylation de 4EBP1, comme la T37/46 et la T68, ont 
également été identifiés avec des ratios non négligeables, respectivement 0,72 et 0,69, 
toutefois exclus par nos critères de sélection. 
L’influence de Pimβ sur ces phosphorylations dans les Molm a été testée à l’aide du Nanopro 
(Fig. γβ). Le profil d’expression de 4E-BP1 est complexe avec de nombreuses formes de 
phosphorylation. L’anticorps utilisé pour révéler la forme totale de 4E-BP1 (Cell Signaling 
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technology ref. ♯945β) ne reconnaît ni 4E-BP2 ni 4E-BP3. Les formes les plus basiques sont 
reconnues par les anticorps dirigés contre les formes totales, mais pas par les anticorps 
spécifiques des séquences phosphorylées. Comme attendu, plusieurs formes sont révélées par 
les anticorps reconnaissant les phosphorylations de priming (T37/46) et la forme la plus acide 
est phosphorylée sur la sérine 65. Les anticorps dirigés contre la thréonine 70 ne fonctionnent 
pas avec le système NanoPro. La quasi totalité des pics les plus acides et en particulier la 
forme phoshorylées en S65, est absente des cellules n’exprimant pas Pimβ. Ces résultats 
confirment une diminution importante des formes phosphorylées de 4EBP1 sur ces résidus 
lors de l’invalidation de Pimβ par l’utilisation d’un ShARN dans la lignée leucémique 
Molm14. Ce qui confirme l’intervention de Pimβ dans la régulation de la traduction. 
 
 
Fig. 32 : Validation de la régulation des sites de phosphorylation d’eIF4EBP1 par Pim2 au 
Nanopro. A- Molm ShScramble. En bleu anticorps 4EBP1 total, rouge p-T37/46 de 4EBP1 et 
en vert p-S65 de 4EBP1. B-C-D Molm ShScramble en bleu et Molm ShPim2 en rouge. Dans 
l’ordre les figures correspondent à la révélation par des anticorps dirigés contre 4EBP1 
total, p-T37/46 et p-S65. 
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II.͹.ͺ. Pim͸ semble réguler d’autres mécanismes cellulaires 
Plusieurs protéines intervenant dans le contrôle et la réparation des dommages à l’ADN ont 
été identifiées avec un ou de multiples sites de phosphorylation, liés à l’expression de Pimβ 
(Table 8). C’est le cas pour la topoisomérase β alpha (S1474, S147γ, S1187, S1458) et la 
protéine MDC1 pour laquelle 4 sites de phosphorylation (S376, T378, S485, S793) sont 
downrégulés lors de l’inhibition de Pimβ, ainsi que la kinase TLK1 (Sβ04) et BRCAβ 
(S2095). 
 
Protein names Gene 
names 
Localization 
prob 
Position p-
Value 
Ratio H/L 
normalized 
Ratio 
H/L 
protein 
DNA 
topoisomerase 2-
alpha 
TOP2A 0,74892 1474 0,0148
1911 
0,52378 1,1132 
DNA 
topoisomerase 2-
alpha 
TOP2A 0,598447 1473 0,0277
791 
0,56381 1,1132 
DNA 
topoisomerase 2-
alpha 
TOP2A 0,999971 1187 0,0177
9153 
0,58209 1,1132 
Serine/threonine-
protein kinase 
tousled-like 1 
TLK1 0,53891 204 0,0446
6409 
0,5977 NF 
Mediator of DNA 
damage checkpoint 
protein 1 
MDC1 0,99991 793 0,0207
4748 
0,63175 0,9742 
Mediator of DNA 
damage checkpoint 
protein 1 
MDC1 0,821019 376 0,0577
8318 
0,64702 0,9742 
DNA 
topoisomerase 2-
alpha 
TOP2A 0,999975 1458 0,1289
7617 
0,64868 1,1132 
Mediator of DNA 
damage checkpoint 
protein 1 
MDC1 0,839762 378 0,0572
2256 
0,6532 0,9742 
Mediator of DNA 
damage checkpoint 
protein 1 
MDC1 0,999729 485 0,0903
9432 
0,65331 0,9742 
Breast cancer type 
2 susceptibility 
protein 
BRCA2 0,902601 2095 0,1654
6076 
0,66629 NF 
Table 8 : Liste de phosphopeptides downrégulés en absence de Pim2 impliqués dans le 
contrôle et la réparation de l’ADN. Probabilité de localisation du résidu phosphorylé > 0,5, 
avec un ratio différentiel diminué d’un facteur 1,5 lorsque Pim2 est invalidé (ratio < 0,67). 
NF signifie que les protéines n’ont pas été quantifiées dans l’analyse globale. 
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Une grande partie des phosphopeptides identifiés comme régulés par Pim2 correspondent à 
des protéines intervenant dans le contrôle du cycle cellulaire et de la prolifération (Table 9), 
comme NPM1 (S260), MKI67 (S1131, S1071, S584, S308, T1540, T1335, T2231 et S2223), 
PLK1 (T214 et T210), Myc (S77 et S79), CHAMP1 (S284, S452 et S297), RB1 (S37), 
MCM4 (S105) et SMC4 (S22). 
 
Protein names Gene 
names 
Localization 
prob 
Position p-Value Ratio H/L 
normalized 
Ratio 
H/L 
protein 
Nucleophosmin NPM1 1 260 1.34E-09 0.091776 0,928
0 
Antigen KI-67 MKI67 0.999999 1131 0.0019732
6 
0.43098 1,164 
Antigen KI-67 MKI67 1 1071 0.0022087
9 
0.43679 1,164 
Serine/threonine
-protein kinase 
PLK1 
PLK1 0.82686 214 0.0111028
6 
0.50369 NF 
Myc proto-
oncogene 
protein 
MYC 0.983481 77 0.0055655 0.50562 NF 
Chromosome 
alignment-
maintaining 
phosphoprotein 
1 
CHAMP
1 
0.62014 284 0.0135204
3 
0.51433 NF 
Myc proto-
oncogene 
protein 
MYC 0.713288 79 0.0293602
4 
0.51878 NF 
Chromosome 
alignment-
maintaining 
phosphoprotein 
1 
CHAMP
1 
1 452 0.0040259
6 
0.55059 NF 
Serine/threonine
-protein kinase 
PLK1 
PLK1 0.817411 210 0.0239327
8 
0.55319 NF 
Antigen KI-67 MKI67 0.999346 584 0.0246275
5 
0.55622 1,164 
Chromosome 
alignment-
maintaining 
phosphoprotein 
1 
CHAMP
1 
1 297 0.0310110
6 
0.60507 NF 
Antigen KI-67 MKI67 0.999998 308 0.0289519 0.6103 1,164 
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Antigen KI-67 MKI67 1 1540 0.1190429
5 
0.62866 1,164 
Retinoblastoma-
associated 
protein 
RB1 1 37 0.0199952
9 
0.62975 1,077 
Antigen KI-67 MKI67 1 1335 0.0830519
2 
0.64962 1,164 
DNA replication 
licensing factor 
MCM4 
MCM4 0.915843 105 0.0583781
4 
0.65453 1,013 
Structural 
maintenance of 
chromosomes 
protein 4 
SMC4 1 22 0.0343418
8 
0.66005 0,965
5 
Antigen KI-67 MKI67 0.998006 2231 0.1557047
3 
0.66805 1,164 
Antigen KI-67 MKI67 0.999998 2223 0.1557047
3 
0.66805 1,164 
Table 9 : Liste de phosphopeptides downrégulés en absence de Pim2 impliqués dans le 
contrôle de la prolifération et du cycle cellulaire. Probabilité de localisation du résidu 
phosphorylé > 0,5, avec un ratio différentiel diminué d’un facteur 1,5 lorsque Pim2 est 
invalidé (ratio < 0,67). NF signifie que les protéines n’ont pas été quantifiées dans l’analyse 
globale. 
 
Parmi ces protéines, PLK1 paraissait particulièrement intéressante, tout d’abord car le résidu 
phosphorylé identifié (Tβ10) contrôle l’activité de cette kinase, également parce que PLK1 est 
fréquemment surexprimée dans différents types de cancers où sa surexpression est souvent 
corrélée à un mauvais pronostic, et enfin parce que le groupe de S. Manenti a récemment 
montré que PLK1 peut activer mTORC1 par un mécanisme qui reste à élucider (Renner et al., 
2010). Cette dernière étude concernant l’activation de mTOR a été réalisée, en partie, avec 
des cellules de LAM mais les mécanismes responsables de cette augmentation d’expression et 
d’activité de PLK1 n’ont pas été identifiés. 
 
II.3.5. La phosphorylation activatrice de PLK1 est augmentée par Pim2 
J’ai d’abord vérifié les résultats de l’analyse phosphoprotéomique en réalisant des western-
blots avec des anticorps anti-phospho-PLK1 (T210). Les expériences réalisées in vitro 
confirment la diminution de phosphorylation de PLK1 sur la Tβ10 lors de l’invalidation de 
Pim2 par ShARN dans les Molm14 (Fig. 33A). La diminution de 60% du niveau de 
phosphorylation est associée à une diminution de 40% du niveau total d’expression de PLK1, 
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suggérant que sa phosphorylation pourrait réguler son accumulation. J’ai également pu 
montrer que l’extinction de Pimβ dans les UT-7, par la déprivation en EPO, inhibe la 
phosphorylation de PLK1 dont le niveau basal est rétabli par la surexpression de l’isoforme β 
de Pim2 (Fig. 33B). De même, la surexpression de Pim2 dans des cellules HEK293 qui 
exprime naturellement très peu de Pim2, conduit à l’augmentation de la phosphorylation 
activatrice de PLK1, contrairement au vecteur lentiviral seul (Fig. γγC). Enfin, j’ai produit 
une lignée de cellules UT-7 exprimant un ShARN Pim2 inductible par la doxycycline. Pim2 
n’est pas totalement éteint par l’induction du ShARN mais est néanmoins fortement diminué 
après 4 jours et cette diminution s’accompagne d’une diminution de la phosphorylation de 
PLK1 (Fig. 33D). La surexpression de la kinase PLK1 observée dans les LAM pourrait donc 
en partie être due à sa suractivation, liée elle-même à l’expression de Pimβ. 
 
A   B  
C   D  
 
Fig. 33 : Molm ISP2 et UT-7 WT/Iso2 déprivées en EPO (17H). A- Invalidation de Pim2 dans 
les Molm par un ShPim2 inductible par la doxycycline. B- La déprivation en EPO de la 
lignée UT-7 provoque une diminution du niveau de Pim2 et de la phosphorylation de PLK1 
rétablie par la surexpression de l’isoforme 2 de Pim2. C- La surexpression de l’isoforme 1 de 
Pim2 augmente la phosphorylation de PLK1 sur la T210 dans les HEK293. D- Invalidation 
de Pim2 dans les UT-7 par un ShPim2 induit par la doxycycline pendant 4 jours. 
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II.͹.6. Mise en évidence d’une association PLK1/Pim2 
Les anticorps anti-Pim2 disponibles dans le commerce sont efficaces pour révéler la protéine 
en western blot mais ne sont pas immunoprécipitants. 
Afin d’analyser les protéines associées à Pimβ, j’ai dû produire un anticorps dirigé contre 
Pimβ. Pour cela, un vecteur codant la forme courte de Pimβ pourvue d’une étiquette histidine 
en C-terminal a été produit, la protéine recombinante a été produite chez E. coli, purifiée par 
chromatographie d’affinité sur cobalt immobilisé et son identité a été vérifiée par 
spectrométrie de masse. La protéine recombinante a été fournie à la société Covalab qui a 
immunisé deux lapins. Les deux lapins ont produit des anticorps utilisables en western blot, 
bien que leur sensibilité soit plus faible que les anticorps commerciaux, mais surtout capables 
d’immunoprécipiter les trois isoformes de la protéine endogène. Cet anticorps m’a permis de 
purifier des partenaires des formes endogènes de Pim2 qui ont été identifiés par spectrométrie 
de masse. Ces immunoprécipitations de protéines endogènes, assez faiblement exprimées 
comme Pimβ, s’accompagnent souvent de la co-précipitation de nombreuses protéines 
contaminantes. Pour optimiser cette purification, nous avons choisi d’utiliser la lignée UT-7 
qui exprime naturellement, lorsque les cellules sont cultivées sous Epo, 5 à 10 fois plus de 
Pim2 que les cellules Molm14 (cf article 1, figure1). Cette expérience a été réalisée en 
triplicate.  
Quatre peptides de Pim2 ont été identifiés par MS/MS ce qui indique que la protéine était 
relativement abondante dans l’immunoprécipité. Ces analyses m’ont permis d’identifier 1767 
protéines, avec 785 partenaires potentiels retrouvés seulement dans l’IP Pimβ et non dans les 
IP de contrôle réalisées avec le sérum pré-immun. La liste de partenaires potentiels identifiés 
a ensuite été nettoyée des contaminants non-spécifiques connus mais absents de nos IP 
contrôle par la comparaison de nos données avec celles du CRAPOME (contaminant 
repository for affinity purification-mass spectrometry (Mellacheruvu et al., 2013)). Ce site 
recense tous les contaminants retrouvés dans plus de 400 recherches de partenaires publiées et 
la fréquence avec laquelle ils ont été retrouvés. Nous avons exclu de la liste toutes les 
protéines retrouvées dans plus de 5% des analyses publiées. Cette analyse m’a permis de 
cibler 307 partenaires potentiels considérés comme suffisamment fiables. De façon 
satisfaisante la protéine appât, Pim2, était bien présente parmi ces protéines. Parmi les 
partenaires potentiels de Pim2, j’ai retrouvé différentes kinases dont PLK1. J’ai confirmé par 
IP/western que PLK1 s’associe à Pim2 (Fig. 34). D’autres protéines potentiellement 
intéressantes ont été identifiées parmi les protéines possiblement co-précipitées avec Pim2 
comme TLK1/2 et PAK, dont la phosphorylation était aussi diminuée par le knockdown de 
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Pim2, ou encore les protéines MAPKAP1 (ou Sin1) associées au complexe mTORC2, 
STAT5, GRB2, et NRAS/KRAS. Néanmoins, leur association réelle avec Pim2 devra être 
vérifiée. 
 
 
Fig. 34 : Immunoprécipitation du Pim2 endogène dans la lignée UT-7. Co-
immunoprécipitation de PLK1 par Pim2 (IP Pim2) contrairement au sérum pré-immun (IP 
Ctrl). S : Fraction solubilisée, NF : Fraction non-fixée, IP : Fraction immunoprécipitée. 
 
II.3.7. Pim2 co-migre avec PLK1 au cours des différentes phases de la 
mitose 
PLK1 joue un rôle majeur au cours de la mitose, depuis la maturation des centrosomes en fin 
de Gβ jusqu’à la séparation des deux cellules filles. Sa localisation au cours des différentes 
étapes de la mitose change considérablement. En interphase, PLK1 est essentiellement 
localisé dans le cytoplasme et au niveau du centriole. Puis au cours de la mitose, il se 
concentre au niveau des kinétochores et des pôles du fuseau. Enfin, au moment de la 
cytodiérèse, il se retrouve au niveau de l’anneau de constriction (« midbody ») (Archambault 
and Glover, 2009). 
Nous avons voulu tester si Pim2 présentait une localisation semblable au cours de la mitose. 
Aucun anticorps disponible, y compris ceux que j’ai produits, ne permet de détecter la forme 
endogène de Pim2 par immunofluorescence. Par ailleurs, nous voulions pouvoir analyser 
l’association de Pimβ avec différentes protéines. Nous avons donc choisi de marquer Pim2 
avec un système halotag, qui nous permet de réaliser des co-détections avec différents 
anticorps et différents fluorochromes, puisque de nombreux systèmes fluorescents sont 
utilisables avec ce système. J’ai produit un vecteur lentiviral codant l’isoforme γ halotaggée 
de Pimβ afin d’infecter stablement nos cellules. Les cellules Hela ont été infectées par ce 
lentivirus et les cellules exprimant stablement Pim2 ont été sélectionnées. Nous avons utilisé 
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des cellules de type Hela pour pouvoir distinguer facilement les différentes phases de la 
mitose, ce qui est difficilement réalisable avec des cellules hématopoïétiques en suspension.  
Les cellules ont été synchronisées par un blocage au nocodazole puis relâchées pour 
augmenter la proportion de cellules en mitose. Ces analyses montrent une bonne 
colocalisation de PLK1 et de Pim2 au cours des différentes étapes de la mitose, avec en 
particulier une forte colocalisation des deux kinases au niveau de l’anneau de cytodiérèse 
(Fig. 35). Comme contrôle, nous avons produit un vecteur codant une forme halotaggée de la 
protéine Pumilio1 (Pum1), une RNA binding protéine à localisation cytoplasmique. Nous 
n’avons jamais observé de colocalisation de Pumilio1 avec PLK1 ou Chk1.  
Le travail du docteur Stéphane Manenti a montré que Chk1 était phosphorylé par les kinases 
Pim1 et Pim2 (Yuan et al., 2014). Chk1 est connu pour être impliqué dans la régulation du 
cycle cellulaire en réponse aux dommages à l’ADN, principalement dans la transition Gβ/M. 
Cette kinase pourrait aussi jouer un rôle dans le contrôle du cycle cellulaire indépendamment 
de la réponse aux dommages à l’ADN. Nous avons regardé son éventuelle colocalisation avec 
Pim2. Et Chk1 se révèle également colocalisé au corps intermédiaire lors de la cytodiérèse. 
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Fig. 35 : Co-localisation de Pim2, PLK1 et Chk1 durant la mitose. Les cellules HeLa ont été 
bloquées au nocodazole pendant 7h puis relâchées 30min, fixées et observées au microscope 
confocal. Pum1 HT sert de contrôle pour l’halotag. 
 
II.3.8. Pim2 ne phosphoryle pas directement PLK1 sur la thréonine 210 
Pour tester si Pim2 pouvait phosphoryler PLK1 sur la thréonine 210, nous avons réalisé un 
test kinase avec des protéines recombinantes comme celui décrit dans la figure 4E de l’article 
soumis. Nous avons inclus dans cette analyse la kinase Chk1 qui présente une localisation 
semblable à PLK1 et à Pimβ au cours de la cytodiérèse. L’analyse avec un anticorps anti-
phospho T210 de PLK1 ne révèle aucune phosphorylation de PLK1 par Pim2 (Fig. 36A). 
Nous avons réalisé une autre expérience et nous avons recherché par spectrométrie de masse 
des résidus phosphorylés sur PLK1. Un seul résidu phosphorylé a été identifié, la T149 de 
PLK1. L’identification présentait une très forte probabilité : une perte de neutre classique, un 
seul résidu phosphorylable et une série y pratiquement complète (Fig. 36B). La thréonine 149 
est localisée dans une boucle du domaine kinase et dans une séquence précédée d’acides 
aminés basiques (KRRKALTEPE) favorable pour une phosphorylation par Pimβ. Elle n’a pas 
été identifiée dans les échantillons incubés sans Pimβ. Actuellement, il n’existe 
malheureusement pas d’anticorps reconnaissant spécifiquement ce résidu phosphorylé. 
Par contre, nous observons une forte phosphorylation de PLK1 sur la T210 par Chk1 lorsque 
Pim2 est absent et de façon totalement inattendue, cette phosphorylation par Chk1 est inhibée 
par Pim2 dans ces conditions (Fig. 36A). 
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A   
B  
Fig. 36 : Kinase assay croisée des trois kinases Pim2, PLK1 et Chk1 et identification du site 
phosphorylé de PLK1 par Pim2. A- Le test kinase est réalisé avec de l’ATP normal et les 
protéines phosphorylées sont révélées par un anticorps spécifique. Bad sert de contrôle 
d’activité de Pim2. B- Identification de la T149 de PLK1 phosphorylée par Pim2 lors du 
kinase assay. 
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II.4. Discussion/Conclusion 
Le knockdown de Pim2 montre que cette kinase est importante pour la prolifération et la 
survie des cellules Molm14 (Fig. 29). Pour identifier les relais contrôlés par cette kinase 
susceptibles de rendre compte de ces effets, j’ai mis en place une analyse protéomique de type 
SILAC couplée avec une purification de phosphopeptides. J’ai réalisé cette analyse 1βH après 
l’induction du shARN dirigé contre Pimβ et la cinétique d’extinction montre que pendant 
environ 6H, la quantité de Pimβ dans les cellules était diminuée d’au moins 90%. Après 12H 
d’induction du shARN Pimβ, aucun signe d’apoptose augmentée ou de ralentissement de la 
prolifération cellulaire n’était détectable dans ces cellules. 
L’analyse phosphoprotéomique m’a permis de caractériser un nombre relativement important 
de sites de phosphorylation dans ces cellules. Environ 5800 sites ont pu être identifiés avec un 
taux de fausses identifications inférieur à 1%. Leur répartition est identique à celle 
généralement observée dans ce type d’analyse (Huttlin et al., 2010) avec une forte majorité de 
résidus phosphosérine, beaucoup moins de résidus phosphothréonine et très peu de résidus 
phosphotyrosine. 
Pour déterminer lesquels de ces sites de phosphorylation étaient régulés par Pim2, nous avons 
appliqué plusieurs filtres sur les résultats de quantification SILAC : une probabilité de 
localisation supérieure à 0,5 et un ratio SILAC montrant une variation du niveau de 
phosphorylation, d’un facteur de 1,5 au moins, entre les cellules qui exprimaient ou non Pim 2 
(ratio SILAC <0.67 ou >1.5). Ce niveau de variation retenu peut paraître faible, cependant si 
nous avions retenu une variation minimale de 2 fois (ratio SILAC <0.5 ou >2) moins de 50 
protéines downrégulées auraient été finalement prises en considération. 
Plusieurs raisons nous semblent pouvoir rendre compte de ces variations quantitatives 
limitées. D’abord, bien que son rôle semble important, la kinase Pim2 est assez faiblement 
exprimée dans ces cellules de LAM. Nous avons pu mesurer que les cellules UT-7 en 
présence d’Epo expriment environ 40 000 molécules de Pim2 par cellule, les cellules Molm14 
en expriment environ 10 fois moins (cf article soumis, Fig. 1A). D’autre part, l’expression de 
Pim2 est très diminuée par le shARN, mais pas totalement inhibée. Un inhibiteur spécifique, 
s’il avait existé, nous aurait peut-être permis d’obtenir des effets plus tranchés. Enfin, ces 
cellules expriment aussi Pim1, et bien que Pim1 ne compense pas l’extinction de Pimβ pour 
assurer la survie et la prolifération de ces cellules, il est probable qu’au moins une partie des 
substrats de Pim2 est aussi phosphorylée par Pim1. Par exemple, dans ces mêmes cellules, 
Pim1 et Pim2 sont capables de phosphoryler Chk1 et un effet clair sur la phosphorylation de 
Chk1 nécessite à la fois l’inactivation de Pim1 et de Pimβ (Yuan et al., 2014). 
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En utilisant les filtres définis ci-dessus, nous retenons 251 sites dont la phosphorylation est 
significativement diminuée par l’absence de Pimβ. γ9 de ces sites sont dans une configuration 
R/KxxS/T susceptible d’être phosphorylée par les Pim kinases (Table 10). 
 
Gene 
names 
Sequence window Position Ratio H/L 
normalized 
BCL11A SSSEHSSENGSLRFSTPPGELDGGISGRSGT 701 0,64089 
C17orf49;B
AP18 
PLPAESPKKGPKKVASGVLSPPPAAPPPSSS 147 0,4394 
CBX8 RERERGTSRVDDKPSSPGDSSKKRGPKPRKE 191 0,66266 
CCDC97 ELSARTPTHQPPKPGSPGRPACPLSNLLLQS 212 0,62425 
CENPA GPRRRSRKPEAPRRRSPSPTPTPGPSRRGPS 17 0,64348 
CENPA RRRSRKPEAPRRRSPSPTPTPGPSRRGPSLG 19 0,64348 
DBNL PQPGKLRSPFLQKQLTQPETHFGREPAAAIS 291 0,60817 
DDX24 QAVSEEEEEEEGKSSSPKKKIKLKKSKNVAT 94 0,57308 
DNMT1 RRVGMADANSPPKPLSKPRTPRRSKSDGEAK 133 0,47053 
FBRS LLGAPPPLVPAPRPSSPPRGPGPARADR___ 448 0,62373 
GBF1 EIPSELGACDFEKPESPRAASSSSPGSPVAS 1773 0,46657 
HIST1H1E KAKKPAGAAKKPKKATGAATPKKSAKKTPKK 142 0,51174 
HTATSF1 VSASERAGPSRARHFSEHPSTSKMNAQETAT 403 0,5846 
IRF2BP1 APSRNLAPTPRRRKASPEPEGEAAGKMTTEE 384 0,66816 
IRS2 KVIRADPQGGRRRHSSETFSSTTTVTPVSPS 1149 0,62812 
KIAA1429 NCLTLAIYGSVDRVISHDRDSPPPPPPPPPP 133 0,51697 
KIAA1524 SRTEQIRKELSIKASSLEVQKAQLEGRLEEK 852 0,40265 
LMNA LSPSPTSQRSRGRASSHSSQTQGGGSVTKKR 404 0,5413 
LPPR3 PVAREKTSLGSLKRASVDVDLLAPRSPMAKE 381 0,36995 
MDC1 VLKDHTKIRALVRAHSEKDQPPFGDSDDSVE 485 0,65331 
MKI67 LDLTENLTGSKRRPQTPKEEAQALEDLTGFK 1335 0,64962 
NOLC1 KPQKVAGGAAPSKPASAKKGKAESSNSSSSD 509 0,64361 
NPM1 EDIKAKMQASIEKGGSLPKVEAKFINYVKNC 260 0,091776 
OCIAD1 SPLGEALRSGQARRSSPPGHYYQKSKYDSSV 123 0,64644 
PLK1 FGLATKVEYDGERKKTLCGTPNYIAPEVLSK 210 0,55319 
PSIP1 DVEVEEKETSVSKEDTDHEEKASNEDVTKAV 122 0,19961 
REEP3 TAAVKSQGAITERLRSFSMHDLTTIQGDEPV 152 0,66088 
RLIM SPDHRRTRARAERSRSPLHPMSEIPRRSHHS 230 0,50623 
RPS6 KEKRQEQIAKRRRLSSLRASTSKSESSQK__ 236 0,37087 
RSF1 PEEVPKSTLESEKPGSPEAAETSPPSNIIDH 622 0,59197 
RSL1D1 PEKKPKIKEEAVKEKSPSLGKKDARQTPKKP 443 0,65616 
SATB2 VQVLHRQQSQPAKESSPPREEAPPPPPPTED 594 0,52539 
SEC61B PTPSGTNVGSSGRSPSKAVAARAAGSTVRQR 19 0,59962 
SRRM2 SSPPSPQPTKVSRHASSSPESPKPAPAPGSH 435 0,6172 
TMEM214 EPKKPGNKKQPKKVATPPNQNQKQGRFRSLE 97 0,64293 
TRIP12 AKLASLRKSTKKRSESPPAELPSLRRSTRQK 354 0,64906 
USP36 PVVASTWPVHRARAVSPAPQSSSRLQPPFSP 742 0,51502 
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YRDC EGPAGSRSGRLFRPPSPAPAAPGARLLRLPG 37 0,66287 
ZDHHC5 RHPRLVPTGPTHREPSPVRYDNLSRHIVASL 529 0,58866 
Table 10 : Substrats potentiels de Pim2. Parmi les sites significativement downrégulés en 
absence de Pim2 (ratio H/L < 0,67), 39 présentent un motif de phosphorylation consensus à 
la kinase Pim2 soit R/KxxS/T avec une probabilité de localisation supérieure à 0,5. Les noms 
complets des protéines sont disponibles dans l’annexe 2 et classés selon le nom de gène. 
 
Parmi les protéines dont la phosphorylation est diminuée par l’absence de Pimβ on trouve 
plusieurs substrats directs ou indirects de mTORC1 : 4EBP1, RPS6, CAD et IRS2. La 
sérine/thréonine-kinase impliquée dans l’autophagie Ulk a aussi été retrouvée diminuée, avec 
toutefois un rapport H/L de 0,74 supérieur à la limite que nous avions fixée. Le 
phosphopeptide de la p70S6K portant la thréonine 41β, régulée par mTORC1, n’a pas été 
trouvé dans ces analyses. Nos résultats indiquent donc une diminution de l’activation de 
mTORC1.  
Au moment où nous avons obtenu ces résultats, l’activation de mTORC1 par les Pim kinases 
n’était pas connue. Nous avons confirmé que l’inactivation de Pimβ diminue la 
phosphorylation de 4EBP1, à la fois sur les sites de priming situés en N-terminal de la 
molécule (T37/46) et sur les sites situés en C-terminal de la protéine, qui permettent le 
décrochage de la protéine eIF4E et l’initiation de la traduction (Fig. 17). L’importance de 
Pimβ dans l’activation de la voie mTORC1 et le mécanisme de la régulation de mTORC1 par 
Pim2 ont été publiés par une équipe de Novartis après que nous ayons obtenu ces résultats : 
Pimβ phosphoryle la sérine 1798 de TSCβ et cette phosphorylation inhibe l’activité de cette 
GAP de Rheb, permettant ainsi l’activation de mTORC1 (Lu et al., 2013). Akt inactive TSC2 
en le phosphorylant sur deux autres sites : la sérine 9γ9 et la thréonine 146β. Nous n’avons 
pas identifié les peptides portant la thréonine 1462 ou la sérine 1798 dans notre analyse. Par 
contre, nous avons pu quantifier le peptide portant la sérine 939 dont la phosphorylation est 
légèrement diminuée (ratio H/L de 0.80γ) dans les cellules qui n’expriment pas Pimβ. De 
plus, deux sites de phosphorylation de PRAS40 (les sérines 88 et 92) sont très diminués en 
absence de Pim2. PRAS 40 est un régulateur négatif de mTORC1 dont la phosphorylation par 
Akt sur la thréonine 246 libère mTORC1 de son inhibition. Les phosphorylations sur les 
sérines 88 et 92 ont déjà été observées mais leur rôle reste inconnu. Néanmoins, ces résidus ne 
sont pas dans des séquences peptidiques laissant supposer que Pim2 peut les phosphoryler. Le 
mécanisme d’activation de mTORC1 par Pimβ dans des cellules de LAM devra être précisé 
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quand des anticorps dirigés contre la séquence contenant la sérine 1798 phosphorylée de 
TSC2 seront disponibles. 
L’analyse du protéome total réalisée après 48h d’inactivation de Pimβ s’est révélée moins 
informative, avec seulement 68 protéines dont l’expression était significativement diminuée et 
48 dont l’expression était augmentée (alors que près de γ400 protéines ont été quantifiées). 
Ces résultats montrent qu’à 48h, très peu de modifications se sont déjà produites au niveau de 
ces cellules privées de Pimβ. Ces résultats n’ont pas été exploités plus avant. Néanmoins, 
nous avons observé une forte proportion de protéines dont les mRNA contiennent une 
séquence TOP parmi les protéines dont l’expression était diminuée en absence de Pimβ, alors 
que ces protéines sont très minoritaires. Cette observation renforce la conclusion d’une 
activation diminuée de mTORC1.  
Le rôle de Pimβ dans l’activation de mTORC1 ayant été publié par une autre équipe, nous 
avons décidé de nous consacrer à l’étude d’un autre substrat potentiel, la protéine PLK1. Les 
résultats du groupe de S. Manenti montrent que PLK1 contrôle une partie de l’activité de 
mTORC1 dans des cellules de LAM dont la phosphorylation de 4E-BP1 (Renner et al., 2010). 
Mes premiers résultats confirment que l’inhibition de PLK1 réduit fortement l’activation de 
mTORC1 et la prolifération dans les cellules de LAM (Fig. 37). Néanmoins, les inhibiteurs de 
PLK1 comme le BIβ5γ6 que j’ai pu utiliser provoquent une forte apoptose et une étude 
cinétique plus précise serait nécessaire pour déterminer si l’inhibition de mTORC1, 
provoquée par l’inhibition de PLK1, est un effet direct ou une conséquence de ces effets 
toxiques. 
A       B  
Fig. 37 : Inhibition de PLK1 et la signalisation mTORC1. A- L’inhibition de PLK1 par l’ajout 
de BI2536 (100 nM) supprime totalement la phosphorylation de 4EBP1 sur le résidu 65 après 
1 jour de traitement environ. B- La prolifération cellulaire est totalement inhibée dans les 
Molm traitées avec le BI2536 (100 nM). 
 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
150 
 
Nous avons pu montrer que la régulation de la phosphorylation de PLK1 par l’invalidation ou 
la surexpression de Pim2 était observée dans tous les systèmes cellulaires testés (Molm/UT-
7/HEK293). Ces résultats ont également été obtenus dans les érythroblastes par Yaël Zermati. 
L’identification par phosphoprotéomique quantitative de nombreuses protéines intervenant 
dans la prolifération et le contrôle du cycle cellulaire (PLK1, TLK1, TOPβA), m’a conduit à 
établir une lignée stablement infectée par une isoforme halotaggée de Pim2, afin d’observer la 
localisation de Pim2 au cours de la mitose. Nos observations ont révélé que Pim2 se situe au 
niveau des fuseaux mitotiques puis de l’anneau contractile du corps intermédiaire (midbody). 
Les Polo-like kinases (PLKs) sont connues pour leur intervention au cours du cycle cellulaire, 
en particulier dans la transition Gβ/M et la mitose dont l’assemblage du fuseau mitotique et la 
cytodiérèse. Quatre membres actifs des PLK sont identifiés et PLK1 est majoritairement 
impliqué dans la mitose et surexprimé dans de nombreux cancers dont la leucémie aigüe 
myéloïde (Renner et al., 2009). Il a également été montré que la topoisomérase TOP2A est un 
substrat de PLK1 qui est associé au bon déroulement de la mitose en participant à la 
ségrégation des chromatides sœurs et à la réparation de l’ADN (Li et al., 2008). Or la TOP2A 
fait partie des protéines que j’ai identifiées comme dérégulées par l’invalidation de Pimβ. 
La colocalisation dans les cellules HeLa de ces 2 kinases (Pim2 halotaggée et PLK1 
endogène) aux corps intermédiaires (ou midbody) était inattendue. En effet, même si la 
relocalisation de PLK1 associé à son substrat BRCA2 (également identifié en SILAC) a déjà 
été identifiée à ce niveau lors de la cytokinèse (Takaoka et al., 2014), ce n’était pas le cas pour 
Pim2. 
Nous pouvons donc nous demander si l’association de ces deux protéines s’effectue 
seulement en mitose ou également au cours des autres phases du cycle cellulaire ? La 
modification de la phosphorylation de PLK1 par invalidation de Pimβ n’excède pas 50% de 
diminution. Qu’en serait-il si nous travaillons sur des cellules synchronisées en mitose ? 
Toutes les expérimentations actuelles ont été réalisées sur des cellules en phase exponentielle 
ou sur des cellules qui terminent leur cycle, comme pour les UT-7 déprivées sur la nuit. J’ai 
pu observer au cours des différentes mises au point, que la très forte surexpression de Pim2 
par transfection transitoire dans les HeLa favorisait une association aux chromosomes lors des 
phases terminales de la mitose et un blocage en métaphase dans les cellules qui exprimaient 
davantage de Pimβ (Fig. γ8A). Je n’ai observé cette situation que dans les cellules 
transfectées et bloquées au Nocodazole. Quelques études discutent de la fragmentation de 
l'ADN suite à l'ajout du Nocodazole chez les plantes (Yemets et al., 2005), et nous pouvons 
nous demander si cette localisation aux chromosomes n’est pas liée à un stress génotoxique 
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associé à la transfection puis à l’ajout de Nocodazole. Concernant le blocage observé en 
métaphase, une expérience de vidéomicroscopie m’a permis de confirmer que le blocage 
n’était lié ni aux conditions de culture ni au relâchement après Nocodazole, puisque les 
cellules qui ne sont pas transfectées par le Pim2 terminent leur cycle normalement (Fig. 38B). 
  
A  
B  
Fig. 38 : Localisation de Pim2 dans des cellules Hela en phase G1/S et en mitose. Des 
cellules Hela en phase de prolifération ont été transfectées avec un plasmide codant 
l’isoforme 3 de Pim2 marquée par un Halotag en N-Terminale. Après 48 heures de culture, 
les cellules ont été marquées par l’ajout d’un ligand HaloTag TRM direct dans le milieu de 
culture. Ce ligand se fixe, par diffusion membranaire, de façon covalente sur les protéines 
« halotagées » (rouge). A- Les cellules ont ensuite été fixées, puis la membrane cellulaire et 
l’ADN ont été marqués respectivement par une lectine marquée FITC (couleur verte) et du 
DAPI (bleu). Pim2 s’associe fortement aux chromosomes et au fuseau lors de la phase M, et 
les cellules fortement transfectées qui expriment un taux plus élevé de Pim2 (cellule du haut) 
semblent figées en métaphase. B- Une expérience de vidéomicroscopie a montré que la 
surexpression de Pim2 dans les HeLa transfectées (rouge) aboutit à un blocage de la mitose 
en métaphase tandis que les cellules non-transfectées terminent leur division cellulaire (en 
bas à droite). 
 
Le blocage du cycle cellulaire est un processus fréquent avec les hyperexpressions de 
protéines impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire et pourrait permettre d’expliquer nos 
premières observations, ainsi que les résultats paradoxaux publiés sur l’effet anti-prolifératif 
de la surexpression de Pim2 (Levy et al., 2012). 
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Comment Pim2 régule-t-il la phosphorylation de PLK1 sur la thréonine 210 ? Mes résultats 
montrent que Pim2 seul ne phosphoryle pas directement PLK1 sur la thréonine 210.  
PLK1 est classiquement phosphorylée sur la T210 par un complexe Aurora A/Bora. Je n’ai 
retrouvé ni Aurora A ni Bora parmi les partenaires de Pim2 identifiés par spectrométrie de 
masse. Néanmoins, un article récent montre qu’Aurora B, phosphoryle et active PLK1 lors 
des phases terminales de la mitose et que ce mécanisme est conservé de la drosophile à 
l’homme (Archambault and Carmena, 2012). J’ai identifié Aurora B parmi les protéines 
associées à Pim2 mais le CRAPOME nous indique qu’Aurora B est parfois identifiée comme 
contaminant dans certaines immunoprécipitations et mes contrôles par western blots ne 
permettent pas d’affirmer que Pimβ et Aurora B peuvent s’associer. Cette association devrait 
néanmoins être testée sur des cellules synchronisées puisqu’elle pourrait dépendre de la phase 
du cycle cellulaire. 
Les résultats du groupe de S. Manenti avec qui nous avons établi une collaboration, ont 
montré qu’une autre kinase Chk1 est un substrat de Pim1 et Pim2 dans les cellules de LAM 
(Yuan et al., 2014). Chk1 est connue pour intervenir comme un point de contrôle du cycle 
cellulaire. En effet, en réponse aux dommages à l’ADN, la protéine ATR active Chk1 en 
phosphorylant ses résidus S345 et S317 et Chk1 va elle-même provoquer l’arrêt du cycle 
cellulaire par la phosphorylation de divers substrats (p53, CDC25A/C, Wee1). Chk1 peut 
cependant aussi phosphoryler elle-même Aurora B, augmentant ainsi son activité 
catalytique (Zachos et al., 2007) et nos résultats montrent que Chk1 peut aussi, au moins in 
vitro, phosphoryler directement le T210 de PLK1, laissant supposer que Chk1 peut aussi jouer 
un rôle d’activateur au cours de la mitose. Néanmoins, il nous semble peu probable que Chk1 
soit en aval de Pim2 dans la régulation de la phosphorylation de PLK1 puisque nos résultats 
montrent que la présence de Pim2 inhibe son activité catalytique sur la T210 de PLK1. 
 
Nos résultats suggèrent que Pim2 pourrait phosphoryler directement PLK1 mais sur un autre 
résidu, la thréonine 149. La T149 est située dans le domaine catalytique de PLK1. Il a été 
récemment montré que la sérine 99, également localisée dans le domaine catalytique de 
PLK1, était phosphorylée par Akt et régulait positivement l’activité de cette kinase en se liant 
avec la 14-3-3g et que cette association régulait la transition métaphase-anaphase (Kasahara et 
al., 2013). PLK1 pourrait donc être une autre protéine, après TSC2 et Bad, régulée par Akt et 
par Pim mais via la phosphorylation de résidus différents.  
 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
153 
 
Le mécanisme de l’association entre Pimβ et PLK1 reste aussi à établir. Nous pouvons à 
priori exclure un système d’association classique avec les polo-kinases, comme la liaison avec 
les domaines Polo. Pimβ n’est pas phosphorylée et elle ne possède pas de séquence de liaison 
aux domaines Polo (PBD : [Pro/Phe]-[/Pro]-[]-[Thr/Gln/His/Met]-Ser-[pThr/pSer]-[Pro/], 
correspondant à tous résidus hydrophobes).  
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PARTIE III : DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
Plusieurs articles récents ont confirmé que les Pim kinases sont des cibles thérapeutiques 
potentiellement importantes dans différents types de cancer. La délétion de Pim1 dans des 
cellules humaines ou murine de cancer de la prostate diminue leur survie, leur prolifération et 
leur tumorigénèse (Wang et al., 2012). Néanmoins, c’est en onco-hématologie que le ciblage 
thérapeutique de ces kinases parait le plus prometteur (Garcia et al., 2014). Deux inhibiteurs 
développés par les firmes AstraZeneca (AZD 1208) et Novartis (LGH447) sont actuellement 
testés dans des essais cliniques de phase 1 dans le myélome multiple, les lymphomes et les 
leucémies aiguës myéloïdes. Contrairement aux inhibiteurs précédents qui présentaient une 
efficacité médiocre contre Pim2, ces deux molécules sont efficaces contre les 3 Pim kinases 
avec des Ki inférieurs au nM et même proches du pM pour les composés développés par 
Novartis (Garcia et al., 2014). Néanmoins, la sensibilité des cellules cancéreuses à ces 
inhibiteurs est très variable et très imparfaitement corrélée au niveau d’expression des Pim 
kinases dans les cellules leucémiques (Keeton et al., 2013). Il est donc nécessaire de 
comprendre l’action de ces kinases constitutivement actives pour utiliser efficacement ces 
inhibiteurs en thérapie anti-leucémique.  
 
Les résultats obtenus au cours de ma thèse ont permis de mettre en évidence la forte instabilité 
des trois isoformes de Pim2, dont seule la transcription parait régulée. Ces trois isoformes 
sont dégradées par le protéasome mais mes résultats indiquent que cette dégradation est 
constitutive. Par ailleurs, l’extrémité N-terminale semble moduler la stabilité de la protéine 
puisque l’isoforme la plus longue est environ 10 fois plus stable que les deux autres 
isoformes. Cette différence de stabilité n’est pas due à une localisation subcellulaire différente 
et la dégradation ne semble pas impliquer le système N-end rule. Par ailleurs, Pim2 semble 
dégradée par le protéasome sans ubiquitination préalable et pourrait donc rejoindre la liste des 
proto-oncogènes et des suppresseurs de tumeurs dégradés par le protéasome sans 
ubiquitination (Jariel-Encontre et al., 2008). La confirmation de cette hypothèse passera par la 
purification des trois isoformes et leur test de dégradation par le protéasome 20S et le 
protéasome 26S isolé. Les résultats publiés pour différentes protéines dégradées par le 
protéasome sans ubiquitination préalable montrent que l’addition d’un tag, pour faciliter la 
purification de la protéine, modifie souvent considérablement la stabilité de la protéine. Il sera 
donc nécessaire de purifier les formes endogènes de Pim2. Un travail est en cours à partir 
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d’extraits de cellules de myélome. Nous avons montré que les formes de Pimβ qui 
s’accumulent dans les cellules de myélome traitées par des inhibiteurs du protéasome sont 
catalytiquement actives et que l’un des inhibiteurs de Pimβ actuellement testé en clinique, 
l’AZD1β08, présente des effets additifs avec les inhibiteurs du protéasome comme le 
bortezomib classiquement utilisé dans le traitement de cette pathologie. La combinaison des 
deux inhibiteurs devrait donc être envisagée, d’autant plus que l’effet limité de l’inactivation 
des trois Pim kinases chez la souris laisse supposer que la toxicité des inhibiteurs des Pim 
kinases devrait être limitée.  
Au cours de ma thèse, j’ai mis en place une technique de purification et d’analyse globale des 
phosphopeptides par spectrométrie de masse pour analyser les effets de l’inactivation de Pimβ 
dans les cellules de LAM. La technique que j’ai développée est fiable et reproductible et elle 
est maintenant régulièrement utilisée sur la plateforme de protéomique de l’Université Paris 
Descartes. Elle permet d’analyser plusieurs milliers de résidus phosphorylés à partir de 
quelques milligrammes d’extraits cellulaires totaux. Cette analyse, couplée à un marquage 
SILAC qui n’avait pas encore été utilisé sur la plateforme, est très précise permettant ainsi de 
quantifier des variations de phosphorylation relativement faibles. Elle m’a permis de mettre 
en évidence la diminution très précoce après l’inactivation de Pimβ de la phosphorylation de 
plusieurs substrats directs ou indirects de la voie mTORC1 et de plusieurs protéines 
impliquées dans la prolifération cellulaire et en particulier la phase M du cycle cellulaire.  
Les différentes analyses effectuées au cours de ma thèse ont donc permis de positionner Pim2 
comme un régulateur de mTORC1, contrairement à l’activité de contrôle de la traduction en 
parallèle de mTORC1 qui avait été envisagée préalablement (Tamburini et al., 2009a). 
Lorsque nous réalisions la vérification des résultats de notre analyse du phosphoprotéome, 
une publication a validé cette théorie puisque TSC2, qui est un régulateur négatif de 
mTORC1 situé en aval de PI3K/Akt, a été identifié comme un nouveau substrat direct de 
Pim2 qui le phosphoryle sur la S1798 (Lu et al., 2013) et qui active ainsi la voie mTORC1. 
Par ailleurs, la phosphorylation activatrice de PLK1 qui contrôle de nombreux aspects de la 
mitose est diminuée de presque 50%. L’importance relative de ces deux processus dans 
l’induction de l’apoptose des cellules est difficile à établir. Il a été démontré au laboratoire 
que les inhibiteurs compétitifs de mTOR provoquent l’apoptose de ces cellules (Chapuis et 
al., 2010; Willems et al., 2012) mais ces inhibiteurs bloquent les deux complexes mTORC1 et 
mTORCβ. La rapamycine, qui par ailleurs peut aussi conduire à l’inhibition du complexe 
mTORCβ lors d’incubations prolongées, n’inhibe que partiellement mTORC1 et ne diminue 
que faiblement la phosphorylation de 4E-BP1 (Tamburini et al., 2009a). Il a été récemment 
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rapporté qu’Akt, dont l’activation nécessite le complexe mTORC2, phosphoryle PLK1 sur la 
sérine 99 et que cette phosphorylation est nécessaire pour son activité lors de la mitose 
(Kasahara et al., 2013). D’un autre coté, il a été rapporté que PLK1 pouvait aussi activer 
mTORC 1 dans les cellules de LAM (Renner et al., 2010). J’ai observé que les inhibiteurs de 
PLK1 comme le BI2536 sont très toxiques dans ces cellules. En effet, l’utilisation du BIβ5γ6 
aboutit dans nos mains à une extinction complète de la phosphorylation de la S65 de 4EBP1 
sous β4h environ et à 90% d’apoptose en 48h. Il est donc difficile de dire d’après ces données 
qui montrent l’interconnexion de ces effets, si une de ces voies, mTORC1 ou PLK1, joue un 
rôle majeur pour relayer les actions anti-apototiques de Pim2. Mes résultats montrent une 
association de Pim2 avec PLK1. Pour analyser cette association, j’ai développé un système 
halotag pour Pim2 qui me permet de réaliser des expériences de localisation par fluorescence, 
tout en gardant la possibilité d’utiliser différents anticorps pour révéler d’autres protéines 
comme PLK1 ou Chk1. Pour ces expériences, j’ai utilisé des cellules adhérentes de type Hela 
avec lesquelles il est beaucoup plus facile de suivre les différentes phases du cycle cellulaire 
qu’avec des cellules en suspension et j’ai synchronisé les cellules. Mes résultats montrent une 
association de PLK1 avec Pim2 tout au long de la mitose avec en particulier une forte 
colocalisation lors de la cytodiérèse, où la majeure partie des deux protéines parait localisée 
au niveau de l’anneau de constriction (corps de Fleming). Un article qui vient tout juste d’être 
publié montre une colocalisation semblable de PLK1 et de Pim1 à l’anneau de constriction 
dans des cellules de cancer de la prostate (van der Meer et al., 2014). Les cellules qui 
prolifèrent n’expriment pas toutes des Pim kinases et l’inactivation des trois Pim kinases n’a 
qu’un effet limité chez la souris. On peut donc supposer que l’action des Pim kinases lors de 
la mitose doit être assurée par une autre kinase dans la plupart des autres cellules. Il est tentant 
de penser que cette kinase pourrait être Akt dont il vient d’être montré qu’il peut phosphoryler 
PLK1 sur la sérine 99. Néanmoins, cette régulation est complexe puisque seule PLK1 isolée 
de cellules en mitose peut être phosphorylée par Akt suggérant soit un mécanisme de 
« priming » soit la co-purification avec PLK1 d’un co-facteur ou d’une kinase impliqué dans 
la phosphorylation de la S99. Le test kinase qui nous a permis d’identifier la phosphorylation 
de la T149 devra être reproduit en utilisant de la kinase PLK1 isolée à partir de cellules en 
mitose, comme décrit par Kasahara, pour contrôler que Pimβ n’est pas aussi capable comme 
Akt de phosphoryler la sérine 99 (Kasahara et al., 2013). Par ailleurs, il sera nécessaire de 
produire un anticorps reconnaissant la thréonine 149 phosphorylée pour analyser le rôle de ce 
processus dans le mécanisme d’action des Pim kinases. 
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Le délai observé entre l’inactivation de Pimβ par ShARN (environ 8H) et le début du blocage 
du cycle et de l’apoptose après 3 jours est également intriguant, puisque des actions 
inhibitrices nettes sur la voie mTORC1 et sur la phosphorylation de PLK1 sont visibles dès 
1βH de traitement. L’observation de la diminution de la phosphorylation de nombreuses 
protéines impliquées dans la mitose et la réparation de l’ADN, nous permet d’envisager que 
ce délai pourrai être dû à une accumulation de défauts mitotiques. Ces données sont 
également soutenues par les résultats de Zirkin et al., qui ont montré que Pim2 agit comme un 
activateur de la voie de réponse aux dommages à l’ADN induits sous UV dans les cellules 
d’ostéosarcome UβOS. Selon eux, la surexpression de Pimβ dans les cellules irradiées 
diminue l’accumulation de gHβAX en réponse aux cassures double-brins et favorise la 
réparation (Zirkin et al., 2013). Au cours de tests très préliminaires, j’ai observé une 
augmentation de l’expression de Pimβ dans les cellules Molm irradiées à 5 grays, sans 
toutefois empêcher l’accumulation de gHβAX. Toujours selon Zirkin et al., cette 
accumulation de Pim2 pourrait être liée aux sites de fixation de NFkB sur le promoteur, qui 
interviendrait sur la transcription de Pimβ seulement en réponse à l’exposition aux UV. Pim2 
pourrait favoriser la réparation des dommages à l’ADN dans les cellules corrélant également 
avec son intervention sur Chk1. Une action possible de Pim2 sur la réparation de l’ADN 
devrait être prise en considération. 
Sa localisation subcellulaire et son implication au cours de la mitose n’en sont que plus 
intéressantes. Toutes ces données illustrent l’intérêt croissant des Pim kinases dans différents 
types de cancer et révèlent de multiples potentiels oncogéniques de ces kinases, dont 
l’inhibition fournira à terme, nous l’espérons, un espoir thérapeutique. 
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Annexe 1 : Modèle d’expression des ARNm des gènes Pim parmi 84 échantillons sur 79 
tissus humains (regroupés en 31 clusters selon la couleur). Les gènes Pim1, Pim2 et Pim3 
sont représentés dans l’ordre suivant ci-dessous. Les lignes horizontales en violet 
représentent la moyenne du niveau d’expression (Mean), le seuil triplé (3xM) et décuplé 
(10xM). Réf. : http://biogps.org/ 
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Annexe 2 : Tableau des 251 sites de phosphorylation downrégulés en l’absence de Pim2. 
 
Proteins Protein names Gene 
names 
Position Ratio H/L 
normalized 
E9PBM3;P51825;E7EMS5;E7EMC5;E7
ETI4 
AF4/FMR2 family member 1 AFF1 227 0,54796 
E9PBM3;P51825;E7EMS5;E7EMC5;E7
ETI4 
AF4/FMR2 family member 1 AFF1 213 0,54796 
Q8WYP5-2;Q8WYP5-3;Q8WYP5 Protein ELYS AHCTF1 1267 0,65492 
Q96B36;H9KV91 Proline-rich AKT1 substrate 1 AKT1S1 88 0,65208 
Q96B36;H9KV91 Proline-rich AKT1 substrate 1 AKT1S1 92 0,66157 
Q96GX9;C9JEQ4 Probable methylthioribulose-1-
phosphate dehydratase 
APIP 87 0,64384 
Q6ZSZ5;Q6ZSZ5-3;Q6ZSZ5-2 Rho guanine nucleotide exchange 
factor 18 
ARHGEF1
8 
1124 0,66663 
Q5VY93;Q92974;Q92974-2;Q92974-3 Rho guanine nucleotide exchange 
factor 2 
ARHGEF2 953 0,66173 
O14497;O14497-2;O14497-3 AT-rich interactive domain-
containing protein 1A 
ARID1A 705 0,59387 
O14497;O14497-2;O14497-3 AT-rich interactive domain-
containing protein 1A 
ARID1A 702 0,64167 
F5H3A1;P05023;P05023-2;H7BXX5 Sodium/potassium-transporting 
ATPase subunit alpha-1 
ATP1A1 16 0,61746 
P20020;P20020-4;P20020-3;P20020-
6;E7ERY9;H0YHH6 
Plasma membrane calcium-
transporting ATPase 1 
ATP2B1 1178 0,41204 
Q9NRL2;Q9NRL2-2;F5H239 Bromodomain adjacent to zinc finger 
domain protein 1A 
BAZ1A 731 0,62897 
Q9UIG0;Q9UIG0-2 Tyrosine-protein kinase BAZ1B BAZ1B 947 0,54613 
Q9H165;Q9H165-6;E9PEP4;Q9H165-
4;F5H2Y4;Q9H165-2;B4DT16 
B-cell lymphoma/leukemia 11A BCL11A 701 0,64089 
E9PK91;Q9NYF8-
3;H0YF63;Q9NYF8;Q9NYF8-
2;Q9NYF8-4 
Bcl-2-associated transcription factor 1 BCLAF1 759 0,43665 
E9PK91;Q9NYF8-
3;E9PKI6;E9PQN2;E9PK09;E9PJA7;H0
YF00;Q9NYF8;Q9NYF8-2;Q9NYF8-4 
Bcl-2-associated transcription factor 1 BCLAF1 290 0,65347 
P51587 Breast cancer type 2 susceptibility 
protein 
BRCA2 2095 0,66629 
P55201-2;P55201;P55201-3;P55201-4 Peregrin BRPF1 866 0,58993 
Q9BRD0;H7C462 BUD13 homolog BUD13 298 0,17931 
Q9BRD0;H7C462 BUD13 homolog BUD13 299 0,61649 
H0YIS7;C9J4G0;Q8IXM2;F8W038;F8
W1H0;Q8IXM2-2 
Chromatin complexes subunit BAP18 C17orf49;B
AP18 
147 0,4394 
P00918;E5RK37;E5RID5 Carbonic anhydrase 2 CA2 29 0,31586 
P27708;F8VPD4 CAD protein;Glutamine-dependent 
carbamoyl-phosphate 
synthase;Aspartate 
carbamoyltransferase;Dihydroorotase 
CAD 1859 0,59277 
Q13185 Chromobox protein homolog 3 CBX3 99 0,65939 
Q9HC52;C9JM54;C9J6K3 Chromobox protein homolog 8 CBX8 191 0,66266 
Q96F63 Coiled-coil domain-containing 
protein 97 
CCDC97 212 0,62425 
H0Y626;O95361 Tripartite motif-containing protein 16 CDRT1;TR
IM16 
75 0,56269 
P49716 CCAAT/enhancer-binding protein 
delta 
CEBPD 191 0,66395 
P49450;P49450-2;F8WD88 Histone H3-like centromeric protein 
A 
CENPA 17 0,64348 
P49450;P49450-2;F8WD88 Histone H3-like centromeric protein 
A 
CENPA 19 0,64348 
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P49454 Centromere protein F CENPF 3150 0,44518 
Q13112 Chromatin assembly factor 1 subunit 
B 
CHAF1B 433 0,62492 
Q96JM3 Chromosome alignment-maintaining 
phosphoprotein 1 
CHAMP1 284 0,51433 
Q96JM3 Chromosome alignment-maintaining 
phosphoprotein 1 
CHAMP1 452 0,55059 
Q96JM3 Chromosome alignment-maintaining 
phosphoprotein 1 
CHAMP1 297 0,60507 
F5GYW3;Q9UDT6;Q9UDT6-2 CAP-Gly domain-containing linker 
protein 2 
CLIP2 5 0,40183 
O75175;O75175-3;O75175-2;H7C148 CCR4-NOT transcription complex 
subunit 3 
CNOT3 299 0,22228 
Q8WYA6;Q8WYA6-2;Q8WYA6-3 Beta-catenin-like protein 1 CTNNBL1 545 0,61089 
A6NJF5;Q9UI36;Q9UI36-2 Dachshund homolog 1 DACH1 493 0,64201 
Q9UJU6-3;Q9UJU6-
2;B4DDD6;B4DDP6;C9J7P1;Q9UJU6;B
4DDU5;H0Y5J4;B4DEM2 
Drebrin-like protein DBNL 291 0,60817 
Q9NPI6 mRNA-decapping enzyme 1A DCP1A 525 0,48544 
Q9NR30;Q3SWU7 Nucleolar RNA helicase 2 DDX21 71 0,57935 
Q9GZR7;G3V529;Q4V9L5;F5H4J5;E7E
TZ2 
ATP-dependent RNA helicase 
DDX24 
DDX24 94 0,57308 
Q8TDD1-2;Q8TDD1;H0YHZ9 ATP-dependent RNA helicase 
DDX54 
DDX54 75 0,63863 
Q8TEH3;Q8TEH3-6;Q8TEH3-7 DENN domain-containing protein 1A DENND1A 707 0,52637 
Q9BTC0 Death-inducer obliterator 1 DIDO1 1255 0,60537 
Q9BTC0 Death-inducer obliterator 1 DIDO1 1260 0,63491 
Q9BTC0;Q9BTC0-1 Death-inducer obliterator 1 DIDO1 898 0,64205 
Q9BTC0 Death-inducer obliterator 1 DIDO1 1256 0,64804 
F5GX68;P26358;P26358-2 Cytosine-specific 
methyltransferase;DNA (cytosine-5)-
methyltransferase 1 
DNMT1 133 0,47053 
F5GX68;P26358 Cytosine-specific 
methyltransferase;DNA (cytosine-5)-
methyltransferase 1 
DNMT1 154 0,49787 
F5GX68;P26358;P26358-2 Cytosine-specific 
methyltransferase;DNA (cytosine-5)-
methyltransferase 1 
DNMT1 127 0,56318 
F5GX68;P26358 Cytosine-specific 
methyltransferase;DNA (cytosine-5)-
methyltransferase 1 
DNMT1 152 0,59564 
Q7L591;D6RAM3 Docking protein 3 DOK3 364 0,24912 
Q8TEK3;Q8TEK3-2;H7BZ90 Histone-lysine N-methyltransferase, 
H3 lysine-79 specific 
DOT1L 471 0,61546 
Q16555;B4DR31;Q8NAN9 Dihydropyrimidinase-related protein 
2 
DPYSL2 521 0,46441 
Q9Y6G9;E9PHI6 Cytoplasmic dynein 1 light 
intermediate chain 1 
DYNC1LI1 510 0,52004 
O00418 Eukaryotic elongation factor 2 kinase EEF2K 445 0,65198 
O00418;H3BRH4 Eukaryotic elongation factor 2 kinase EEF2K 18 0,63483 
Q13541 Eukaryotic translation initiation factor 
4E-binding protein 1 
EIF4EBP1 70 0,6202 
Q15056;Q15056-2 Eukaryotic translation initiation factor 
4H 
EIF4H 21 0,58036 
O43491;E9PHY5;E9PPD9;E9PK52;Q68
DV2;E9PII3;O43491-
2;E9PQD2;E9PIG0;E9PRG1;E9PQN0;E
9PJP4 
Band 4.1-like protein 2 EPB41L2 39 0,62463 
O43491;E9PHY5;E9PPD9;E9PK52;Q68
DV2;E9PII3;O43491-
Band 4.1-like protein 2 EPB41L2 38 0,6534 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
162 
 
2;E9PQD2;E9PIG0;E9PRG1;E9PQN0;E
9PJP4 
F5GX05;Q9Y2J2-2;Q9Y2J2;Q9Y2J2-3 Band 4.1-like protein 3 EPB41L3 7 0,64095 
F5GX05;Q9Y2J2-2;Q9Y2J2;Q9Y2J2-
3;H0YGI6 
Band 4.1-like protein 3 EPB41L3 56 0,51894 
P42566;B1AUU8;A6NL94 Epidermal growth factor receptor 
substrate 15 
EPS15 108 0,64607 
B7Z5W1;Q9Y624;B7Z941 Junctional adhesion molecule A F11R 288 0,54655 
Q9UNN5;B3KT28;B4DEJ6 FAS-associated factor 1 FAF1 320 0,54221 
Q9HAH7 Probable fibrosin-1 FBRS 448 0,62373 
Q9Y613 FH1/FH2 domain-containing protein 
1 
FHOD1 367 0,55661 
Q92538 Golgi-specific brefeldin A-resistance 
guanine nucleotide exchange factor 1 
GBF1 1773 0,46657 
Q99684 Zinc finger protein Gfi-1 GFI1 56 0,61589 
Q9Y4H4;E9PIP3;E9PIE9 G-protein-signaling modulator 3 GPSM3 35 0,6551 
Q9Y4H4;E9PIP3;E9PIE9 G-protein-signaling modulator 3 GPSM3 39 0,6551 
Q92522 Histone H1x H1FX 31 0,63891 
Q96RR5;Q9ULW0 Targeting protein for Xklp2 HCA90;TP
X2 
770 0,64147 
Q96RR5;Q9ULW0 Targeting protein for Xklp2 HCA90;TP
X2 
774 0,65155 
Q9P2D3 HEAT repeat-containing protein 5B HEATR5B 1737 0,35594 
P16401 Histone H1.5 HIST1H1B 18 0,48528 
P16401 Histone H1.5 HIST1H1B 138 0,52442 
P16401 Histone H1.5 HIST1H1B 11 0,58324 
P16401 Histone H1.5 HIST1H1B 4 0,59028 
P16401 Histone H1.5 HIST1H1B 9 0,62733 
P10412 Histone H1.4 HIST1H1E 4 0,34739 
P10412 Histone H1.4 HIST1H1E 2 0,44299 
P10412 Histone H1.4 HIST1H1E 18 0,48164 
P10412 Histone H1.4 HIST1H1E 142 0,51174 
P10412 Histone H1.4 HIST1H1E 187 0,64584 
P22626;P22626-2 Heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins A2/B1 
HNRNPA2
B1 
259 0,52086 
P61978-2;P61978;B4DFF1;Q5T6W1 Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein K 
HNRNPK 118 0,65925 
O43719;E9PFP2 HIV Tat-specific factor 1 HTATSF1 403 0,5846 
Q9C086;F8WCL7;B8ZZH7;B8ZZ93;C9
JKY0;H7C171 
INO80 complex subunit B INO80B 60 0,18894 
Q8IU81 Interferon regulatory factor 2-binding 
protein 1 
IRF2BP1 384 0,66816 
Q9Y4H2 Insulin receptor substrate 2 IRS2 388 0,55622 
Q9Y4H2 Insulin receptor substrate 2 IRS2 391 0,57578 
Q9Y4H2 Insulin receptor substrate 2 IRS2 1162 0,57712 
Q9Y4H2 Insulin receptor substrate 2 IRS2 1164 0,62812 
Q9Y4H2 Insulin receptor substrate 2 IRS2 1149 0,62812 
Q9Y4H2 Insulin receptor substrate 2 IRS2 1151 0,64407 
Q9UKX5;F5GZX6 Integrin alpha-11 ITGA11 1098 0,014075 
Q92833;B7Z8L0;F5H590;Q92833-
2;B7Z7X9 
Protein Jumonji JARID2 331 0,42068 
Q9P2N6;Q9P2N6-3;Q9P2N6-
4;Q9P2N6-5;Q9P2N6-2;Q9P2N6-
KAT8 regulatory NSL complex 
subunit 3 
KANSL3 633 0,64748 
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6;E7EU88;B4E1W4 
H0YMA4;Q15004;H0YKX3 PCNA-associated factor KIAA0101 72 0,58504 
Q69YN4;Q69YN4-3;Q69YN4-
2;Q69YN4-4 
Protein virilizer homolog KIAA1429 133 0,51697 
Q69YN4;Q69YN4-3;Q69YN4-
2;Q69YN4-4 
Protein virilizer homolog KIAA1429 138 0,5553 
Q8TCG1;Q8TCG1-2 Protein CIP2A KIAA1524 852 0,40265 
Q9NS87;Q9NS87-2;Q9NS87-
4;H7BYN9;C9JKA9;D6RCT7 
Kinesin-like protein KIF15 KIF15 568 0,6603 
P52292 Importin subunit alpha-2 KPNA2 61 0,47842 
P02545;Q6UYC3;P02545-
3;Q5TCJ4;E7EUI9;D6RAQ3;P02545-
2;Q3BDU5;Q5TCI8 
Prelamin-A/C;Lamin-A/C LMNA 404 0,5413 
P02545;Q6UYC3;P02545-
3;Q5TCJ4;E7EUI9;D6RAQ3;P02545-
2;Q3BDU5;Q5TCI8 
Prelamin-A/C;Lamin-A/C LMNA 392 0,66096 
P20700;Q03252 Lamin-B1;Lamin-B2 LMNB1;L
MNB2 
391 0,66242 
Q6T4P5-3;Q6T4P5-2;Q6T4P5 Lipid phosphate phosphatase-related 
protein type 3 
LPPR3 381 0,36995 
Q9UIS9-6;Q9UIS9-4;B4DI41;Q9UIS9-
9;Q9UIS9;Q9UIS9-5;Q9UIS9-7 
Methyl-CpG-binding domain protein 
1 
MBD1 297 0,62808 
O60318 80 kDa MCM3-associated protein MCM3AP 557 0,65163 
P33991;E7EM48;E5RFJ8;E5RFR3 DNA replication licensing factor 
MCM4 
MCM4 105 0,65453 
Q14676;E7EVA7;F8VV34;Q14676-3 Mediator of DNA damage checkpoint 
protein 1 
MDC1 793 0,63175 
Q14676;E7EVA7;F8VV34;Q14676-
3;E9PGY5;Q14676-
2;F8VU38;F8VZP8;F8W1C2;Q14676-4 
Mediator of DNA damage checkpoint 
protein 1 
MDC1 376 0,64702 
Q14676;E7EVA7;F8VV34;Q14676-
3;E9PGY5;Q14676-
2;F8VU38;F8VZP8;F8W1C2;Q14676-4 
Mediator of DNA damage checkpoint 
protein 1 
MDC1 378 0,6532 
Q14676;E7EVA7;F8VV34;Q14676-
3;E9PGY5;Q14676-
2;F8VU38;F8VZP8;F8W1C2;Q14676-4 
Mediator of DNA damage checkpoint 
protein 1 
MDC1 485 0,65331 
P50579;B4DUX5;F8VQZ7;G3V1U3 Methionine aminopeptidase 2 METAP2 74 0,60016 
Q6P0N0 Mis18-binding protein 1 MIS18BP1 653 0,61538 
Q6P0N0 Mis18-binding protein 1 MIS18BP1 690 0,62797 
P46013;F5H4V4;P46013-2 Antigen KI-67 MKI67 1131 0,43098 
P46013;F5H4V4;P46013-2 Antigen KI-67 MKI67 1071 0,43679 
P46013;F5H4V4 Antigen KI-67 MKI67 308 0,6103 
P46013;F5H4V4;P46013-2 Antigen KI-67 MKI67 1540 0,62866 
P46013;F5H4V4;P46013-2 Antigen KI-67 MKI67 1335 0,64962 
P46013;F5H4V4;P46013-2 Antigen KI-67 MKI67 2231 0,66805 
P46013;F5H4V4;P46013-2 Antigen KI-67 MKI67 2223 0,66805 
P46013;F5H4V4;P46013-2;E7EN66 Antigen KI-67 MKI67 584 0,55622 
Q00013;G3XAI1;Q00013-2 55 kDa erythrocyte membrane protein MPP1 429 0,50994 
Q00013;G3XAI1;Q00013-2 55 kDa erythrocyte membrane protein MPP1 426 0,50994 
Q00013;G3XAI1;Q00013-2 55 kDa erythrocyte membrane protein MPP1 424 0,50994 
P01106-
2;H0YBT0;P01106;B4E1N7;H0YBG3 
Myc proto-oncogene protein MYC 77 0,50562 
P01106-
2;H0YBT0;P01106;B4E1N7;H0YBG3 
Myc proto-oncogene protein MYC 79 0,51878 
Q5VTT5-3 Myomesin-3 MYOM3 24 0,6233 
O75376;O75376- Nuclear receptor corepressor 1 NCOR1 161 0,63372 
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2;E7EV02;E7EW50;E7EU93;E7EVU5 
Q5TH30;Q9UGV2;Q9UGV2-
2;Q9UGV2-3;F8WBF9;B7Z341 
Protein NDRG3 NDRG3 340 0,54422 
Q14978-3;Q14978-2;Q14978 Nucleolar and coiled-body 
phosphoprotein 1 
NOLC1 509 0,64361 
Q3KQS4;P46087;P46087-
2;Q05BA7;F5H5X6;F5H709;F5GWB7;F
5H359 
Putative ribosomal RNA 
methyltransferase NOP2 
NOP2 67 0,63353 
P06748;P06748-2 Nucleophosmin NPM1 260 0,091776 
P35658-5;P35658-3;P35658;P35658-
4;P35658-2 
Nuclear pore complex protein 
Nup214 
NUP214 430 0,64149 
Q8NFH5;F8WEL4;F8WCF5;B4DYB4;C
9IYQ7;C9JIY9 
Nucleoporin NUP53 NUP35 73 0,53871 
Q9NX40;D6RBN5;G8JLN7;Q9NX40-
2;Q9NX40-
3;D6RDK6;D6RIT9;D6RG39;D6R9T5;
D6RIV2;D6RDK1;D6RI08 
OCIA domain-containing protein 1 OCIAD1 123 0,64644 
Q9NZT2;Q9NZT2-2;E7ESW4 Opioid growth factor receptor OGFR 484 0,63899 
Q58A45;Q58A45-3;Q58A45-4;Q58A45-
2 
PAB-dependent poly(A)-specific 
ribonuclease subunit 3 
PAN3 354 0,65872 
Q58A45;Q58A45-3;Q58A45-4;Q58A45-
2 
PAB-dependent poly(A)-specific 
ribonuclease subunit 3 
PAN3 353 0,65872 
Q8TE04;F8W915 Pantothenate kinase 1 PANK1 215 0,65656 
P51003;F5H5I8;G3XAH6;P51003-
2;G3V457;G3V3I9 
Poly(A) polymerase alpha PAPOLA 23 0,56162 
P51003;F5H5I8;G3XAH6;P51003-
2;G3V457;G3V3I9 
Poly(A) polymerase alpha PAPOLA 24 0,64128 
Q15366-2;Q15366;Q15366-3;Q15366-
5;Q15366-
4;F8VZX2;H3BRU6;F8VRG9;B4DRD7;
F8VWQ4;F8VRH0 
Poly(rC)-binding protein 2 PCBP2 272 0,59699 
Q14690 Protein RRP5 homolog PDCD11 1362 0,61321 
P08559-4;P08559-2;P08559;P08559-3 Pyruvate dehydrogenase E1 
component subunit alpha, somatic 
form, mitochondrial 
PDHA1 269 0,44749 
P08559-4;P08559-2;P08559;P08559-3 Pyruvate dehydrogenase E1 
component subunit alpha, somatic 
form, mitochondrial 
PDHA1 270 0,50602 
P36871;F5H857;P36871-2 Phosphoglucomutase-1 PGM1 115 0,62967 
P53350;B4E083 Serine/threonine-protein kinase PLK1 PLK1 214 0,50369 
P53350;B4E083 Serine/threonine-protein kinase PLK1 PLK1 210 0,55319 
Q8WWY3;E7EVX8 U4/U6 small nuclear 
ribonucleoprotein Prp31 
PRPF31 450 0,6553 
O75400;F8W9L2;O75400-3;O75400-
2;E9PHJ7 
Pre-mRNA-processing factor 40 
homolog A 
PRPF40A 888 0,62928 
O94906;O94906-2 Pre-mRNA-processing factor 6 PRPF6 275 0,59843 
P48634;P48634-
3;C9JD87;C9JI26;C9JI93;C9JTL3;C9JX
Z3;C9J8K3;C9JAS0;C9JI89;C9JM53;P4
8634-
2;C9J1F6;C9J6L0;C9J9U2;C9JB33;C9J
TM3;C9JAP8;P48634-4 
Protein PRRC2A PRRC2A 610 0,60498 
O75475;O75475-2 PC4 and SFRS1-interacting protein PSIP1 122 0,19961 
P0C0E4;Q8WXH6 Ras-related protein Rab-40A-
like;Ras-related protein Rab-40A 
RAB40AL;
RAB40A 
11 0,014331 
Q15311;E7ENF8 RalA-binding protein 1 RALBP1 62 0,50541 
Q15311;E7ENF8 RalA-binding protein 1 RALBP1 48 0,64238 
Q9H2T7;H0YGS9 Ran-binding protein 17 RANBP17 807 0,017925 
P49792 E3 SUMO-protein ligase 
RanBP2;Putative peptidyl-prolyl cis-
RANBP2 955 0,56016 
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P06400;Q92728 Retinoblastoma-associated protein RB1 37 0,62975 
Q9P2N5 RNA-binding protein 27 RBM27 407 0,00352 
Q9P2N5 RNA-binding protein 27 RBM27 410 0,00352 
Q96EV2;H0Y3K4 RNA-binding protein 33 RBM33 741 0,66857 
H0Y3Y8;Q6NUK4 Receptor expression-enhancing 
protein 3 
REEP3 152 0,66088 
P35251;P35251-2 Replication factor C subunit 1 RFC1 368 0,61164 
Q9NVW2 E3 ubiquitin-protein ligase RLIM RLIM 230 0,50623 
P36578;E7EWF1;H3BM89;B4DMJ2 60S ribosomal protein L4 RPL4 295 0,38146 
P05386 60S acidic ribosomal protein P1 RPLP1 104 0,56457 
P05387;H0YDD8;A6NIB2 60S acidic ribosomal protein P2 RPLP2 105 0,56457 
P62269;Q5GGW2 40S ribosomal protein S18 RPS18 2 0,37055 
P62753;A2A3R5 40S ribosomal protein S6 RPS6 236 0,37087 
P62753;A2A3R5 40S ribosomal protein S6 RPS6 240 0,62313 
Q96T23;Q96T23-2;Q96T23-
3;H0YCN2;H0YER1 
Remodeling and spacing factor 1 RSF1 622 0,59197 
O76021;H7BY09;B4DJ58 Ribosomal L1 domain-containing 
protein 1 
RSL1D1 396 0,48793 
O76021;H7BY09;B4DJ58 Ribosomal L1 domain-containing 
protein 1 
RSL1D1 392 0,51106 
O76021;H7BY09;B4DJ58 Ribosomal L1 domain-containing 
protein 1 
RSL1D1 443 0,65616 
Q8N488 RING1 and YY1-binding protein RYBP 101 0,58597 
Q14151 Scaffold attachment factor B2 SAFB2 207 0,63444 
Q9H0E3-3;H7BXF5;Q9H0E3-2   SAP130 709 0,39915 
Q9UPW6;C9JR56;Q3ZB87 DNA-binding protein SATB2 SATB2 594 0,52539 
Q9UPW6;C9JR56;Q3ZB87 DNA-binding protein SATB2 SATB2 593 0,54884 
Q9UPW6;C9JR56;Q3ZB87;F8WCV6 DNA-binding protein SATB2 SATB2 13 0,64635 
P60468 Protein transport protein Sec61 
subunit beta 
SEC61B 9 0,54868 
P60468 Protein transport protein Sec61 
subunit beta 
SEC61B 14 0,59609 
P60468 Protein transport protein Sec61 
subunit beta 
SEC61B 19 0,59962 
O75533 Splicing factor 3B subunit 1 SF3B1 267 0,60506 
Q8IXJ6;Q8IXJ6-3;Q8IXJ6-2 NAD-dependent protein deacetylase 
sirtuin-2 
SIRT2 372 0,56226 
Q9UGH3;B4DJZ1 Solute carrier family 23 member 2 SLC23A2 594 0,5284 
Q9UGH3;B4DJZ1 Solute carrier family 23 member 2 SLC23A2 600 0,5284 
Q9NTJ3;E9PD53;Q9NTJ3-
2;C9JR83;E7ET04;C9JJ64;C9IYK2;C9J
WF0;F8WCB7 
Structural maintenance of 
chromosomes protein 4 
SMC4 22 0,66005 
Q8TAD8;E7EVG1 Smad nuclear-interacting protein 1 SNIP1 52 0,47681 
Q13884;Q13884-2 Beta-1-syntrophin SNTB1 87 0,642 
P16150;C9JUK7 Leukosialin SPN 337 0,51666 
Q96SB4-3;H3BLV9;Q96SB4;D6RBM8 SRSF protein kinase 1 SRPK1 222 0,64757 
Q9UQ35;Q9UQ35-2;Q9UQ39 Serine/arginine repetitive matrix 
protein 2 
SRRM2 395 0,56205 
Q9UQ35;Q9UQ35-2;Q9UQ39 Serine/arginine repetitive matrix 
protein 2 
SRRM2 440 0,5776 
Q9UQ35;Q9UQ35-2;Q9UQ39 Serine/arginine repetitive matrix 
protein 2 
SRRM2 437 0,60448 
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Q9UQ35;Q9UQ35-2;Q9UQ39 Serine/arginine repetitive matrix 
protein 2 
SRRM2 435 0,6172 
Q9UQ35;Q9UQ35-2;Q9UQ39 Serine/arginine repetitive matrix 
protein 2 
SRRM2 398 0,64516 
Q9UQ35;Q9UQ35-2;F5GWZ7 Serine/arginine repetitive matrix 
protein 2 
SRRM2 1085 0,65791 
Q9UQ35;Q9UQ35-2;F5GWZ7 Serine/arginine repetitive matrix 
protein 2 
SRRM2 1008 0,66449 
Q9UQ35;Q9UQ35-2;F5GWZ7;Q9UQ39 Serine/arginine repetitive matrix 
protein 2 
SRRM2 783 0,66589 
Q07955 Serine/arginine-rich splicing factor 1 SRSF1 237 0,53241 
P16949;P16949-2;A2A2D0 Stathmin;Stathmin STMN1 31 0,5275 
Q9UMS6-2;Q9UMS6-
3;C9JJJ0;Q9UMS6;H0Y9Y3 
Synaptopodin-2 SYNPO2 604 0,59856 
Q01664 Transcription factor AP-4 TFAP4 124 0,56766 
Q14186;Q5JSB5;Q14188;F8WAI2;Q141
88-5;Q14188-
4;F5H452;F8W6Z7;Q14188-3;Q14188-
2;Q14188-
6;B4DLQ9;E9PFC3;C9J872;C9J461;C9J
977 
Transcription factor Dp-
1;Transcription factor Dp-2 
TFDP1; 
TFDP2 
170 0,065301 
Q9UKI8-2;Q9UKI8;Q9UKI8-
5;Q9UKI8-4;B3KRP1;C9JWT6 
Serine/threonine-protein kinase 
tousled-like 1 
TLK1 204 0,5977 
Q6NUQ4;Q6NUQ4-2;B4DLT7 Transmembrane protein 214 TMEM214 97 0,64293 
P42166;P42167;G5E972;P42167-
2;H0YJH7 
Lamina-associated polypeptide 2, 
isoform alpha;Thymopoietin 
TMPO 159 0,59169 
O15417-
2;C9JS29;A8MSW5;H9KVB4;O15417 
Trinucleotide repeat-containing gene 
18 protein 
TNRC18 1540 0,55418 
Q68CZ2;Q59GW4;E9PCX8;E7ERH3;Q
68CZ2-2;F5GXX8 
Tensin-3 TNS3 866 0,57029 
P11387 DNA topoisomerase 1 TOP1 10 0,62598 
C9J4C3;P11388-
4;H7BXH5;C9J5P2;P11388-3;P11388-
2;H7BXX8;P11388 
DNA topoisomerase 2; DNA 
topoisomerase 2-alpha 
TOP2A 1474 0,52378 
C9J4C3;P11388-
4;H7BXH5;C9J5P2;P11388-3;P11388-
2;H7BXX8;P11388 
DNA topoisomerase 2; DNA 
topoisomerase 2-alpha 
TOP2A 1473 0,56381 
C9J4C3;P11388-
4;H7BXH5;C9J5P2;P11388-3;P11388-
2;H7BXX8;P11388 
DNA topoisomerase 2; DNA 
topoisomerase 2-alpha 
TOP2A 1187 0,58209 
C9J4C3;P11388-
4;H7BXH5;C9J5P2;P11388-3;P11388-
2;H7BXX8;P11388 
DNA topoisomerase 2; DNA 
topoisomerase 2-alpha 
TOP2A 1458 0,64868 
Q14CA3;Q14669;G5E9G6;H7C1L9 Probable E3 ubiquitin-protein ligase 
TRIP12 
TRIP12 354 0,64906 
Q9UJT1;E9PCA7;B4DW01 Tubulin delta chain TUBD1 287 0,0044877 
Q3B726 DNA-directed RNA polymerase I 
subunit RPA43 
TWISTNB 328 0,54794 
Q3B726 DNA-directed RNA polymerase I 
subunit RPA43 
TWISTNB 304 0,58302 
Q04323-
2;Q04323;E9PRQ7;E9PJ81;B4E0P8;E9P
S08 
UBX domain-containing protein 1 UBXN1 200 0,53987 
Q96T88;F5GXG0 E3 ubiquitin-protein ligase UHRF1 UHRF1 91 0,59331 
A0JNW5;A0JNW5-2;F8W665 UHRF1-binding protein 1-like UHRF1BP1
L 
418 0,5525 
A0JNW5;A0JNW5-2;F8W665 UHRF1-binding protein 1-like UHRF1BP1
L 
414 0,5525 
P13051 Uracil-DNA glycosylase UNG 31 0,58907 
Q9Y2K6 Ubiquitin carboxyl-terminal 
hydrolase 20 
USP20 372 0,6162 
Q9P275-2;Q9P275;E9PEW0 Ubiquitin carboxyl-terminal USP36 742 0,51502 
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hydrolase 36 
Q9H9J4;Q9H9J4-2;E7EQB0;C9JPC9 Ubiquitin carboxyl-terminal 
hydrolase 42;Ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase 
USP42 1007 0,49655 
O43379-4;O43379 WD repeat-containing protein 62 WDR62 1149 0,66195 
Q8IWA0 WD repeat-containing protein 75 WDR75 798 0,59659 
Q9ULM3 YEATS domain-containing protein 2 YEATS2 627 0,499 
Q86U90 YrdC domain-containing protein, 
mitochondrial 
YRDC 37 0,66287 
O95365 Zinc finger and BTB domain-
containing protein 7A 
ZBTB7A 526 0,63129 
E7ERS3;Q86VM9;H7BXJ7;Q86VM9-
2;F5H7R0;H3BPD0 
Zinc finger CCCH domain-containing 
protein 18 
ZC3H18 67 0,65873 
C9J6P4;Q7Z2W4;Q7Z2W4-2;Q7Z2W4-
3;F5H1W0 
Zinc finger CCCH-type antiviral 
protein 1 
ZC3HAV1 302 0,65238 
Q9C0B5;Q9C0B5-2 Palmitoyltransferase ZDHHC5 ZDHHC5 529 0,58866 
Q9C0B5;Q9C0B5-2 Palmitoyltransferase ZDHHC5 ZDHHC5 693 0,59983 
O60293;O60293-2 Zinc finger C3H1 domain-containing 
protein 
ZFC3H1 662 0,54928 
O60293;O60293-2 Zinc finger C3H1 domain-containing 
protein 
ZFC3H1 655 0,58495 
F5H0X3;E7ETU8;Q9ULU4-7;Q9ULU4-
11;Q9ULU4-10;Q9ULU4;Q9ULU4-
5;Q9ULU4-13;F8WAN7;Q9ULU4-
9;Q9ULU4-12;Q2HXV3;Q9ULU4-
14;Q2HXV1;Q9ULU4-
8;H7C0U2;H7C4X9;B7ZM62;Q9ULU4-
6;Q9ULU4-3;Q9ULU4-4;Q9ULU4-2 
Protein kinase C-binding protein 1 ZMYND8 709 0,28131 
O15014 Zinc finger protein 609 ZNF609 576 0,46579 
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Annexe 3 : Tableau des 191 sites de phosphorylation uprégulés en l’absence de Pim2. 
 
Proteins Protein names Gene 
names 
Position Ratio H/L 
normalized 
Q9UKV3;E7EQT4;Q9UKV3-5 Apoptotic chromatin condensation 
inducer in the nucleus 
ACIN1 478 1,6646 
E7ENU4;P55265-4;P55265;P55265-
5;P55265-2;H0YCK3;P55265-3 
Double-stranded RNA-specific 
adenosine deaminase 
ADAR 644 1,8704 
Q9UEY8;Q9UEY8-2 Gamma-adducin ADD3 402 3,3478 
Q9UEY8;Q9UEY8-2 Gamma-adducin ADD3 423 1,9105 
Q6ZN18;Q6ZN18-2;B3KXA1;Q6ZN18-
3;G5EA50 
Zinc finger protein AEBP2 AEBP2 371 2,4189 
Q09666 Neuroblast differentiation-associated 
protein AHNAK 
AHNAK 5839 1,8105 
Q01433;H0Y360;Q01433-4;Q01433-
2;E9PNG0;Q01433-
3;H0YCL9;E9PJF6;E9PIJ1 
AMP deaminase 2 AMPD2 168 1,7142 
E9PCR4;Q9UJX5 Anaphase-promoting complex subunit 
4 
ANAPC4 778 1,6924 
Q9NWB6 Arginine and glutamate-rich protein 1 ARGLU1 266 2,3048 
Q9NRY4;Q9NRY4-2 Rho GTPase-activating protein 35 ARHGA
P35 
1150 1,5834 
F5GX74;Q6VMQ6;G3V1U0;Q6VMQ6-2 Activating transcription factor 7-
interacting protein 1 
ATF7IP 567 1,7441 
P06576;F8VPV9 ATP synthase subunit beta, 
mitochondrial;ATP synthase subunit 
beta 
ATP5B 528 2,2687 
P06576;F8VPV9 ATP synthase subunit beta, 
mitochondrial;ATP synthase subunit 
beta 
ATP5B 529 2,2687 
Q9UBW5;F5H0W4;Q9UBW5-2 Bridging integrator 2 BIN2 454 1,5444 
H0YDE5   C11orf41 28 2,5406 
H0YDE5   C11orf41 3 2,5406 
Q9BVC5;B4E2G9;C9J4K0 Ashwin C2orf49 184 1,7728 
Q5T5Y3-3;Q5T5Y3;Q5T5Y3-2 Calmodulin-regulated spectrin-
associated protein 1 
CAMSAP
1 
640 1,606 
P52907 F-actin-capping protein subunit 
alpha-1 
CAPZA1 9 1,6057 
Q96MW1 Coiled-coil domain-containing 
protein 43 
CCDC43 151 1,7175 
Q9Y6R9 Coiled-coil domain-containing 
protein 61 
CCDC61 298 2,0669 
Q9Y6R9 Coiled-coil domain-containing 
protein 61 
CCDC61 296 2,0669 
Q16543 Hsp90 co-chaperone Cdc37 CDC37 13 2,9114 
P21127;P21127-2;P21127-3;P21127-
8;P21127-9;P21127-6;P21127-10;P21127-
5;P21127-4;P21127-12 
Cyclin-dependent kinase 11B CDK11B 595 2,1853 
Q9NYV4;Q9NYV4-2;E7EUM9;Q9NYV4-
3 
Cyclin-dependent kinase 12 CDK12 383 2,1299 
E9PEY0;Q5SW79;H0Y2V6;E7ES90;H0Y
B66 
Centrosomal protein of 170 kDa CEP170 476 2,501 
E9PEY0;Q5SW79;H0Y2V6;E7ES90;H0Y
B66 
Centrosomal protein of 170 kDa CEP170 480 2,3476 
P35606;B4DZI8;H0YAC7 Coatomer subunit beta' COPB2 859 2,9913 
Q9P0S2 Cytochrome c oxidase assembly 
protein COX16 homolog, 
mitochondrial 
COX16 18 1,6141 
Q14247-2;Q14247-
3;Q14247;B4E358;H0YCD9;H0YEV2 
Src substrate cortactin CTTN 381 1,5403 
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Q8NHQ9;F5H5U2;Q8IYH0 ATP-dependent RNA helicase 
DDX55 
DDX55 544 1,6833 
Q9P265;E9PHD6 Disco-interacting protein 2 homolog 
B 
DIP2B 259 2,5716 
Q8TDB6;Q8TDB6-2 E3 ubiquitin-protein ligase DTX3L DTX3L 9 4,6367 
O95672;O95672-2;H7C3M0 Endothelin-converting enzyme-like 1 ECEL1 729 3,8094 
Q6P2E9;Q6P2E9-2 Enhancer of mRNA-decapping 
protein 4 
EDC4 844 1,7318 
Q7L9B9 Endonuclease/exonuclease/phosphata
se family domain-containing protein 1 
EEPD1 25 1,7023 
Q14152;F5H335 Eukaryotic translation initiation factor 
3 subunit A 
EIF3A 881 1,6748 
H7BYW0;O43432-3;O43432;F5H564 Eukaryotic translation initiation factor 
4 gamma 3 
EIF4G3 691 1,7229 
P50548;B7Z4R0 ETS domain-containing transcription 
factor ERF 
ERF 531 5,6546 
Q9BSJ8-2;Q9BSJ8;B3KY56 Extended synaptotagmin-1 ESYT1 1019 1,8058 
Q15910-2;Q15910;Q15910-4;Q15910-
3;Q15910-5 
Histone-lysine N-methyltransferase 
EZH2 
EZH2 492 1,6755 
Q8IXS8 Protein FAM126B FAM126
B 
430 1,9214 
Q9UPW0;Q9UPW0-2;C9JVP0;C9JXI1 Forkhead box protein J3 FOXJ3 223 1,5051 
P85037;F5H8G8;P85037-2 Forkhead box protein K1 FOXK1 213 1,6007 
Q01167;Q01167-2;F5H5V5;Q01167-
3;E9PPI7 
Forkhead box protein K2 FOXK2 168 1,5451 
Q9UN86-2 Ras GTPase-activating protein-
binding protein 2 
G3BP2 227 3,7147 
Q9UQC2;Q9UQC2-2 GRB2-associated-binding protein 2 GAB2 543 1,7835 
P04406;E7EUT4;E7EUT5 Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase;Glyceraldehyde-3-
phosphate 
dehydrogenase;Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase 
GAPDH 184 1,7506 
Q14C86-6;Q14C86;Q14C86-2;Q14C86-
5;Q14C86-4;Q14C86-
3;F8W9S7;C9IZ08;H0Y7I9;H0Y4E7 
GTPase-activating protein and VPS9 
domain-containing protein 1 
GAPVD1 758 1,7021 
Q6Y7W6;I1E4Y6;E9PBB0;Q6Y7W6-
3;F5H3C2;E7ESB6 
PERQ amino acid-rich with GYF 
domain-containing protein 2 
GIGYF2 158 3,0641 
Q9BVP2;Q9BVP2-2 Guanine nucleotide-binding protein-
like 3 
GNL3 342 3,1595 
P51610;P51610-2;A6NEM2 Host cell factor 1;HCF N-terminal 
chain 1;HCF N-terminal chain 2;HCF 
N-terminal chain 3;HCF N-terminal 
chain 4;HCF N-terminal chain 5;HCF 
N-terminal chain 6;HCF C-terminal 
chain 1;HCF C-terminal chain 2;HCF 
C-terminal chain 3;HCF C-terminal 
chain 4;HCF C-terminal chain 5;HCF 
C-terminal chain 6 
HCFC1 666 1,5316 
P08631;H0Y3C5;P08631-
4;A8K4G3;P08631-2;P08631-3 
Tyrosine-protein kinase HCK HCK 36 1,6815 
P08631;H0Y3C5;P08631-
4;A8K4G3;P08631-2;P08631-
3;P07948;P07948-2 
Tyrosine-protein kinase 
HCK;Tyrosine-protein kinase Lyn 
HCK;LY
N 
397 1,5792 
P16401 Histone H1.5 HIST1H1
B 
2 1,5182 
Q9NP66;H0YKM5;H0YNS8 High mobility group protein 20A HMG20A 105 1,6785 
P61978-2;P61978;B4DFF1;P61978-
3;Q5T6W5;Q5T6W2;Q5T6W1 
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein K 
HNRNP
K 
216 1,8503 
Q9P2D0;Q9P2D0-2;E9PDR5 Inhibitor of Bruton tyrosine kinase IBTK 992 1,5855 
P46940;H0YLE8;F5H7A1 Ras GTPase-activating-like protein 
IQGAP1 
IQGAP1 1441 1,7107 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
170 
 
Q14643;E7EPX7;E7EVP7;Q14643-
2;Q14643-6;Q14643-5;Q14643-7;Q14643-
8;G5E9P1;Q14643-3;Q14643-4;H7C332 
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor 
type 1 
ITPR1 1598 1,5566 
Q13303;Q13303-
2;Q5TG80;Q5TG81;E7ESI4;Q5TG84;Q5T
G79;Q5TG78 
Voltage-gated potassium channel 
subunit beta-2 
KCNAB2 14 1,6369 
Q9Y4F3;Q9Y4F3-5;Q9Y4F3-4;Q9Y4F3-
3;I1E4Y4;F8VTR3;G8JLP4;C9JKX0 
Meiosis arrest female protein 1 KIAA043
0 
1093 1,5969 
Q9Y4F3;Q9Y4F3-5;Q9Y4F3-4;Q9Y4F3-
3;I1E4Y4;F8VTR3;G8JLP4;C9JKX0 
Meiosis arrest female protein 1 KIAA043
0 
1091 1,5156 
Q96AT1 Uncharacterized protein KIAA1143 KIAA114
3 
50 1,6585 
Q8IXQ4;Q8IXQ4-4 Uncharacterized protein KIAA1704 KIAA170
4 
105 2,6778 
Q9NSK0-3;Q9NSK0;B4DME9 Kinesin light chain 4 KLC4 584 1,7239 
F8WEA9;Q8IVT5;F5H0K8;Q8IVT5-
2;Q8IVT5-3;A8MY87;H7BYU0 
Kinase suppressor of Ras 1 KSR1 311 1,7116 
Q86UP2;Q86UP2-3;Q86UP2-2 Kinectin KTN1 153 1,8984 
Q9GZY6 Linker for activation of T-cells family 
member 2 
LAT2 106 1,6959 
Q9GZY6 Linker for activation of T-cells family 
member 2 
LAT2 110 1,5334 
E7EMG9;E9PFP3;P33241;E9PBV6;E9PB
D8 
Lymphocyte-specific protein 1 LSP1 243 2,2386 
Q86V48;Q86V48-3;Q86V48-2 Leucine zipper protein 1 LUZP1 659 4,6151 
O60244 Mediator of RNA polymerase II 
transcription subunit 14 
MED14 617 2,3298 
Q9HCI7;G5E9I1 Male-specific lethal 2 homolog MSL2 345 6,1105 
Q13330;E7ESY4;Q13330-
3;E7EN71;H0Y4T7;F8W9Y9 
Metastasis-associated protein MTA1 MTA1 578 2,3019 
Q13615;Q13615-2;Q13615-3;G5E953 Myotubularin-related protein 3 MTMR3 618 2,7822 
O14950;P19105;P24844;P24844-2 Myosin regulatory light chain 
12B;Myosin regulatory light chain 
12A;Myosin regulatory light 
polypeptide 9 
MYL12B
;MYL12
A;MYL9 
20 1,5975 
E9PAV3;F8VU71;Q13765;H0YHX9;F8V
ZJ2;F8W0W4 
Nascent polypeptide-associated 
complex subunit alpha 
NACA 2024 2,5296 
Q5QPS4;O95544 NAD kinase NADK 64 2,6283 
Q5QPS4;O95544 NAD kinase NADK 46 1,5562 
H7C3G9;Q9UJ70;C9JEV6;C9JB48;H0YE
B7;H7C1L7 
N-acetyl-D-glucosamine kinase NAGK 98 1,9389 
H7C3G9;Q9UJ70;C9JEV6;C9JB48;H0YE
B7;H7C1L7 
N-acetyl-D-glucosamine kinase NAGK 96 1,8599 
P49321-3;P49321;F5H3J2;B4DS57 Nuclear autoantigenic sperm protein NASP 453 1,6751 
Q59F14;P19878;E9PHX3;E9PHJ2;B1ALB
7 
Neutrophil cytosol factor 2 NCF2 404 1,5919 
Q6ZN64;P51956;P51956-2;F8VS47 Serine/threonine-protein kinase Nek3 NEK3 358 2,2133 
Q16236;Q16236-2;E9PGJ7;C9JBM0 Nuclear factor erythroid 2-related 
factor 2 
NFE2L2 433 1,7199 
Q6P4R8-2;Q6P4R8;Q6P4R8-3;E9PQ59 Nuclear factor related to kappa-B-
binding protein 
NFRKB 323 2,6512 
Q6KC79;Q6KC79-2;H0YAM2 Nipped-B-like protein NIPBL 2658 1,9702 
Q14978-3;Q14978-2;Q14978 Nucleolar and coiled-body 
phosphoprotein 1 
NOLC1 699 2,8498 
Q9Y2X3 Nucleolar protein 58 NOP58 502 3,8809 
Q9Y2X3 Nucleolar protein 58 NOP58 351 2,6697 
E5RI98;P06748;P06748-2;P06748-3 Nucleophosmin NPM1 137 5,3261 
E5RI98;P06748;P06748-2;P06748-3 Nucleophosmin NPM1 139 2,5391 
E5RI98;P06748;P06748-2;P06748-3 Nucleophosmin NPM1 125 1,9009 
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P80303;P80303-
2;E7EV42;E9PKG6;E9PLE9;E9PLR0 
Nucleobindin-2 NUCB2 89 2,0369 
Q9H1E3;Q9H1E3-2 Nuclear ubiquitous casein and cyclin-
dependent kinase substrate 1 
NUCKS1 179 1,6272 
P35658-5;P35658-3;P35658;P35658-
4;P35658-2;Q5JUP9;F5H131 
Nuclear pore complex protein 
Nup214 
NUP214 929 1,5638 
O75665;O75665-3;A6NF31 Oral-facial-digital syndrome 1 protein OFD1 899 1,8474 
Q96CV9;Q96CV9-2;Q96CV9-3 Optineurin OPTN 526 1,9833 
Q96CV9;Q96CV9-2;Q96CV9-3 Optineurin OPTN 525 1,955 
Q86U86;Q86U86-8;Q86U86-2;Q86U86-
9;Q86U86-3;Q86U86-7;Q86U86-
4;Q86U86-5;E7EVG2;Q86U86-
6;C9JPI5;C9JQF1;C9J053;C9JCJ2 
Protein polybromo-1 PBRM1 39 1,9903 
F8VNW9;H0YI03;F8VSK3;P40425 Pre-B-cell leukemia transcription 
factor 2 
PBX2 351 1,9776 
Q15365 Poly(rC)-binding protein 1 PCBP1 173 2,9635 
O95206;O95206-2;B4DEQ8;O95206-3 Protocadherin-8 PCDH8 1003 10,41 
O95206;O95206-2;B4DEQ8;O95206-3 Protocadherin-8 PCDH8 1004 10,41 
Q15121;B1AKZ5 Astrocytic phosphoprotein PEA-15 PEA15 116 1,5265 
F2Z2J9;P18669;P15259;Q8N0Y7 Phosphoglycerate 
mutase;Phosphoglycerate mutase 
1;Phosphoglycerate mutase 
2;Probable phosphoglycerate mutase 
4 
PGAM1;
PGAM2;
PGAM4 
92 1,7232 
Q8NDX5-7;Q8NDX5;Q8NDX5-
2;E7EX82;H7C4H9 
Polyhomeotic-like protein 3 PHC3 621 1,5181 
Q9UBF8-2;Q9UBF8 Phosphatidylinositol 4-kinase beta PI4KB 275 1,6605 
Q9UBF8-2;Q9UBF8 Phosphatidylinositol 4-kinase beta PI4KB 277 1,5136 
Q6ZUJ8;Q6ZUJ8-2;Q6ZUJ8-3 Phosphoinositide 3-kinase adapter 
protein 1 
PIK3AP1 656 1,917 
P08567 Pleckstrin PLEK 123 2,0069 
P08567 Pleckstrin PLEK 117 1,781 
Q8TF01;Q8TF01-2 Arginine/serine-rich protein PNISR PNISR 211 1,8639 
Q8TF01 Arginine/serine-rich protein PNISR PNISR 485 1,6167 
Q9H307;Q9H307-2 Pinin PNN 381 1,6612 
Q9H307;Q9H307-2 Pinin PNN 375 1,6539 
Q96AD5;Q96AD5-2 Patatin-like phospholipase domain-
containing protein 2 
PNPLA2 404 1,571 
P14859-2;P14859;P14859-3;P14859-
5;P14859-4;H0YLB5 
POU domain, class 2, transcription 
factor 1 
POU2F1 460 3,0764 
Q13427;E9PG73 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase G PPIG 695 2,9057 
Q05655-2;Q05655 Protein kinase C delta type PRKCD 302 1,6198 
Q05655-2;Q05655 Protein kinase C delta type PRKCD 307 1,5026 
Q9Y520-7;Q9Y520;E9PF21;Q9Y520-
5;E7EPN9;Q9Y520-4;B7WNZ6;Q9Y520-
6;Q9Y520-3;Q9Y520-2 
Protein PRRC2C PRRC2C 1269 1,5086 
O75475;O75475-2 PC4 and SFRS1-interacting protein PSIP1 129 1,6582 
Q6WKZ4;Q6WKZ4-3;E7EX40;Q6WKZ4-
2 
Rab11 family-interacting protein 1 RAB11FI
P1 
434 1,8628 
Q7Z6E9;Q7Z6E9-2;H3BNY6 E3 ubiquitin-protein ligase RBBP6 RBBP6 1179 2,0317 
Q86U06;Q86U06-2;Q86U06-
5;E7EU28;Q86U06-3 
Probable RNA-binding protein 23 RBM23 128 12,972 
B7ZKW8;Q6JBY9 CapZ-interacting protein RCSD1 105 1,5603 
P35251;P35251-2 Replication factor C subunit 1 RFC1 156 9,4344 
P50914 60S ribosomal protein L14 RPL14 139 1,5117 
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P61313 60S ribosomal protein L15 RPL15 197 2,4225 
P62280 40S ribosomal protein S11 RPS11 67 1,9795 
H0YMV8;Q71UM5;C9J1C5;P42677 40S ribosomal protein S27 RPS27L 94 2,6371 
Q14684;C9JHZ3;Q14684-2 Ribosomal RNA processing protein 1 
homolog B 
RRP1B 460 3,4962 
O76021;H7BY09;B4DJ58 Ribosomal L1 domain-containing 
protein 1 
RSL1D1 361 2,5272 
Q9NQC3;Q9NQC3-5;Q9NQC3-
2;F8WAM4;Q9NQC3-4 
Reticulon-4 RTN4 11 1,6772 
P06702 Protein S100-A9 S100A9 113 2,1456 
Q15424;F5H0H3;F5H1L1;B7Z2F6;F5GZ
U3;Q14151;A8MXT5;C9JPX0 
Scaffold attachment factor 
B1;Scaffold attachment factor B2 
SAFB; 
SAFB2 
247 2,022 
Q15424;F5H0H3;F5H1L1;B7Z2F6;F5GZ
U3;Q14151;A8MXT5;C9JPX0 
Scaffold attachment factor 
B1;Scaffold attachment factor B2 
SAFB;SA
FB2 
288 1,9292 
O75446 Histone deacetylase complex subunit 
SAP30 
SAP30 131 3,4531 
O75995 SAM and SH3 domain-containing 
protein 3 
SASH3 27 1,5976 
Q9H7N4 Splicing factor, arginine/serine-rich 
19 
SCAF1 734 2,7789 
Q9H7N4 Splicing factor, arginine/serine-rich 
19 
SCAF1 738 2,7789 
Q9H7N4 Splicing factor, arginine/serine-rich 
19 
SCAF1 500 1,9738 
Q9H7N4 Splicing factor, arginine/serine-rich 
19 
SCAF1 498 1,9738 
Q13435;E9PPJ0;H0YCG1;E9PJ04 Splicing factor 3B subunit 2 SF3B2 309 7,9136 
Q86YV5 Tyrosine-protein kinase SgK223 SGK223 824 1,7336 
Q96B97;E9PC08;Q5JPT2;Q96B97-
2;Q5JPT4;B7Z6E8 
SH3 domain-containing kinase-
binding protein 1 
SH3KBP
1 
509 1,6369 
H0Y4E8;Q9Y2K2;H0Y494;A1A5A8;Q9Y
2K2-3;A1A5A9 
Serine/threonine-protein kinase SIK3 SIK3;KI
AA0999 
668 1,8956 
Q08357 Sodium-dependent phosphate 
transporter 2 
SLC20A2 259 1,5383 
Q9NWH9;A8K5V8 SAFB-like transcription modulator SLTM 551 1,8371 
Q9NWH9;A8K5V8 SAFB-like transcription modulator SLTM 550 1,7277 
Q13573;G3V4X8;G3V3A4;E9PGQ7 SNW domain-containing protein 1 SNW1 224 2,4409 
P0CG40 Transcription factor Sp9 SP9 440 2,4376 
P0CG40 Transcription factor Sp9 SP9 438 1,534 
Q9UQ35;Q9UQ35-2;F5GWZ7 Serine/arginine repetitive matrix 
protein 2 
SRRM2 1048 2,3331 
Q07955;Q07955-2;Q07955-3 Serine/arginine-rich splicing factor 1 SRSF1 2 1,629 
Q01130;Q8NAK9 Serine/arginine-rich splicing factor 2 SRSF2 208 2,3862 
O94804 Serine/threonine-protein kinase 10 STK10 191 2,6806 
E9PH93;Q8TC07-2;Q8TC07;F8WCB5 TBC1 domain family member 15 TBC1D15 78 1,5882 
O60343;O60343-3;O60343-2;Q5JU47 TBC1 domain family member 4 TBC1D4 588 1,6374 
O60343;O60343-3;O60343-2;Q5JU47 TBC1 domain family member 4 TBC1D4 570 1,5454 
O60343;O60343-3;O60343-2;Q5JU47 TBC1 domain family member 4 TBC1D4 666 1,5026 
C9JP52;Q92609;C9JDR8;C9JW04;C9JW
X0;C9J397;C9K0P2;F2Z3C3;C9JED7;C9J
NM0 
TBC1 domain family member 5 TBC1D5 42 1,6185 
E9PHK9;Q13428-4;Q13428-
3;E7ETY2;Q13428;Q13428-7;Q13428-
6;Q13428-8;Q13428-2 
Treacle protein TCOF1 1413 1,5212 
Q8IWB9;Q8IWB9-2 Testis-expressed sequence 2 protein TEX2 220 1,8404 
Q14186;Q5JSB5;Q5JSB6 Transcription factor Dp-1 TFDP1 23 2,043 
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Q9Y2W1 Thyroid hormone receptor-associated 
protein 3 
THRAP3 698 20,171 
Q9Y2W1 Thyroid hormone receptor-associated 
protein 3 
THRAP3 624 1,7841 
P42166 Thymopoietin TMPO 351 1,6735 
C9J4C3;P11388-
4;H7BXH5;C9J5P2;P11388-3;P11388-
2;H7BXX8;P11388 
DNA topoisomerase 2 TOP2A 1294 1,7358 
Q14166;B1AH89;E9PGR8 Tubulin--tyrosine ligase-like protein 
12 
TTLL12 15 1,9388 
Q14166;B1AH89;E9PGR8 Tubulin--tyrosine ligase-like protein 
12 
TTLL12 16 1,7107 
A0JNW5 UHRF1-binding protein 1-like UHRF1B
P1L 
987 1,9992 
A0JNW5 UHRF1-binding protein 1-like UHRF1B
P1L 
989 1,9992 
Q9UPU5;B7WPF4 Ubiquitin carboxyl-terminal 
hydrolase 24 
USP24 2561 2,0391 
P52735-3 Guanine nucleotide exchange factor 
VAV2 
VAV2 771 1,5438 
Q7Z5K2-3;E9PH12;Q7Z5K2-2;Q7Z5K2 Wings apart-like protein homolog WAPAL 306 1,8464 
Q8NCN2 Zinc finger and BTB domain-
containing protein 34 
ZBTB34 470 1,7223 
Q8NCP5-
4;H0YEM9;H7BY22;Q8NCP5;Q8NCP5-
2;Q8NCP5-3;H0YCZ0;G8JLC8 
Zinc finger and BTB domain-
containing protein 44 
ZBTB44 159 2,0275 
Q5T200;Q5T200-2 Zinc finger CCCH domain-containing 
protein 13 
ZC3H13 110 1,7231 
Q5T200;Q5T200-2;C9J4N9 Zinc finger CCCH domain-containing 
protein 13 
ZC3H13 198 1,8607 
E7ERS3;Q86VM9;H7BXJ7;Q86VM9-
2;H3BP01 
Zinc finger CCCH domain-containing 
protein 18 
ZC3H18 558 5,6827 
P47974;Q07352;B4E1N3 Zinc finger protein 36, C3H1 type-
like 2 
ZFP36L2
;ZFP36L
1 
490 2,4792 
P47974;Q07352;B4E1N3 Zinc finger protein 36, C3H1 type-
like 2 
ZFP36L2
;ZFP36L
1 
487 2,419 
Q9UQR1;F5H173 Zinc finger protein 148 ZNF148 306 2,3429 
Q5VUA4;Q5VUA4-2 Zinc finger protein 318 ZNF318 69 1,6126 
Q5VUA4;Q5VUA4-2 Zinc finger protein 318 ZNF318 71 1,6126 
Q8NHG8;Q8NEX1 E3 ubiquitin-protein ligase ZNRF2 ZNRF2 82 1,864 
Q15942;C9IZ41;H7C3R3 Zyxin ZYX 142 1,5825 
Q15942;C9IZ41;H7C3R3 Zyxin ZYX 143 1,5421 
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Annexe 4 : Article en collaboration : Tyrosine kinase inhibitors induce down-regulation of c-
Kit by targeting the ATP pocket (D’allard et al., β01γ) 
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Abstract
The stem cell factor receptor (SCF) c-Kit plays a pivotal role in regulating cell proliferation and survival in many cell types. In
particular, c-Kit is required for early amplification of erythroid progenitors, while it must disappear from cell surface for the
cell entering the final steps of maturation in an erythropoietin-dependent manner. We initially observed that imatinib (IM),
an inhibitor targeting the tyrosine kinase activity of c-Kit concomitantly down-regulated the expression of c-Kit and
accelerated the Epo-driven differentiation of erythroblasts in the absence of SCF. We investigated the mechanism by which
IM or related masitinib (MA) induce c-Kit down-regulation in the human UT-7/Epo cell line. We found that the down-
regulation of c-Kit in the presence of IM or MA was inhibited by a pre-incubation with methyl-b-cyclodextrin suggesting that
c-Kit was internalized in the absence of ligand. By contrast to SCF, the internalization induced by TKI was independent of the
E3 ubiquitin ligase c-Cbl. Furthermore, c-Kit was degraded through lysosomal, but not proteasomal pathway. In pulse-chase
experiments, IM did not modulate c-Kit synthesis or maturation. Analysis of phosphotyrosine peptides in UT-7/Epo cells
treated or not with IM show that IM did not modify overall tyrosine phosphorylation in these cells. Furthermore, we showed
that a T670I mutation preventing the full access of IM to the ATP binding pocket, did not allow the internalization process in
the presence of IM. Altogether these data show that TKI-induced internalization of c-Kit is linked to a modification of the
integrity of ATP binding pocket.
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Introduction
The stem cell factor (SCF) receptor c-Kit (also referred as CD117)
regulates cell survival, proliferation, and differentiation. C-Kit is a
member of the type III subfamily of receptor tyrosine kinase (RTK)
that also includes the receptors for M-CSF, Flt-3, and PDGF.
Physiologically, c-Kit is expressed on melanocytes, germ cells, mast
cells and hematopoietic progenitor cells. C-Kit is required for early
erythroid progenitor amplification while its expression must be
down-regulated for cells entering terminal differentiation. Accord-
ingly, mice with mutations in the W or Sl Locus encoding c-Kit or
SCF respectively, present with a strong anemia [1].
The recent description of the crystal structure of the entire
ectodomain of c-Kit before and after SCF stimulation helps the
comprehension of c-Kit biology [2]. Indeed, the main consequence
of SCF binding is to bring together two molecules of c-Kit. After
ligand binding, c-Kit is phosphorylated and rapidly internalized.
However, the fact that intrinsic tyrosine kinase activity is required
for driving the internalization of a receptor is still controversial [3–
6]. Expression at plasma membrane and ligand-mediated internal-
ization of active mutants of the kinase domain vary according to the
targeted residue and, for a given residue, to the type of substitution
[7]. For instance, mutation of c-Kit autophosphorylation Y821 or
substitution of D816 by a valine or a tyrosine does not abrogate
ligand-induced receptor internalization [7, and personal data],
while the G559D c-Kit mutant is stabilized at the plasmamembrane
in the presence of SCF [8]. However, it has been shown that kinase
dead mutant of c-Kit is still able to internalize in response to ligand
binding, although the rate of internalization decreases. This is
consistent with the internalization of the epidermal growth factor
(EGF) receptor to occur even if the receptor is inactive [5]. This
suggests that ligand binding or ligand-induced dimerization could
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be the sole determinant for RTK internalization, independently of
tyrosine kinase activation.
Activated c-Kit is then targeted for endocytosis and degradation
by the lysosomes. This step requires the ubiquitin ligase Cbl that
associates with the tyrosine-phosphorylated receptor. The recruit-
ment of Cbl to c-Kit involves both the C-terminal part of the
receptor and its membrane proximal domain. It has been shown
that isoleucine 787 is implicated in the internalization process of c-
Kit in mice [3]. A substitution of isoleucine by phenylalanine
(I787F) which does not affect SCF binding, strongly impairs c-Kit
internalization due to ineffective activation of Cbl. The transmem-
brane domain also recruits Src family kinases that have been shown
to participate to Cbl-dependent ubiquitination of c-Kit [9]. Inac-
tivating mutations of CBL gene responsible for wild type (wt) c-Kit
overexpression have been identified in myeloproliferative disorders
or mastocytosis [10]. Furthermore, expression of an activated
mutant of c-Kit, or a deregulated production of SCF have been
implicated in the pathophysiology of leukemias, mastocytosis, gas-
trointestinal stromal tumors and lung carcinomas for a long time
[for review, 11]. Therefore, c-Kit may represent an attractive target
for many therapeutic approaches.
Tyrosine kinase inhibitors (TKI) like imatinib (IM) or masitinib
(MA), which enter the ATP binding pocket and competitively
inhibit ATP binding and receptor kinase activity, have been shown
to block constitutively active mutants [12–16]. The clinical response
to these compounds depends on the type of mutations. Further-
more, the knock-down of wt c-Kit overexpression, using a siRNA
strategy efficiently reduces c-Kit-driven cell proliferation [16]. Thus,
either direct targeting of active mutant or inhibition of c-Kit
expression are two different ways for reducing c-Kit tumorigenicity.
In the present work, we report that down-regulation of wt c-Kit
is efficiently driven by IM or MA that induce c-Kit internali-
zation and its subsequent lysosomal degradation in the absence of
ligand. Accessibility of IM to the ATP binding pocket of c-Kit is
required for the internalization process to occur. In normal
erythroblasts, c-Kit down-regulation by IM forces Epo-dependent
final maturation.
Materials and Methods
Reagents
Highly purified recombinant human SCF was from Miltenyi
Biotech (Bergisch Glabach, Germany) and Epo was a gift of Dr M.
Brandt (Roche, Penzberg, Germany). Insulin-like growth factor
(IGF)-1 and dexamethasone were purchased from Sigma Aldrich
(St Louis, MO). Imatinib mesylate (IM) and masitinib mesylate
(MA) come from the laboratory of Dr P. Dubreuil. The pro-
fteasome inhibitor N-Ac-Leu-Leu-norLeucinal (LLnL) was pur-
chased by Calbiochem (Merck Biosciences, Darmstadt, Germany).
Methyl-b-cyclodextrine (MbCD), methylamine and cycloheximide
(CHX) were purchased from Sigma Aldrich. Sorafenib was
obtained from Santa Cruz (SantaCruz Biotechnologies, Santa-
Cruz, CA). For flow cytometry, CD117 antibodies to c-Kit
coupled to phycoerythrin cyanin 5 (PC5) was purchased from
Beckman Coulter (Miami, FL). Antibodies directed against c-Kit
for immunoblot and immunoprecipitation were purchased from
Cell Signaling (Cat ref. 3074, Danvers, MA), anti-Kit phosphotyr-
osine (pKit-Y719) were from Cell Signaling (ref. 3391) anti-Epo-R
antibodies were from SantaCruz, and anti-actin antibodies were
from Sigma Aldrich.
Cell lines and culture conditions
Human UT-7/Epo cells previously described by Komatsu and
colleagues [36] and were cultivated in a-minimum essential
medium (aMEM) containing 10% fetal calf serum, 1 mM
glutamine, 100 UI/ml penicillin-streptomycin and 1 U/ml Epo.
UT-7/Epo cells were stably transfected by electroporation with
pcDNA1 plasmid encoding hemagglutinin (HA)-tagged wt c-Cbl
or the 70Z c-Cbl mutant that lacks E3 ligase activity, and
transfected cells were selected using G418. Plasmids encoding wt c-
Cbl and 70Z c-Cbl were a gift from Pr Y Yarden from the
Department of Biological Regulation, at Weizmann Institute of
Science (Rehovot, Israel). For SILAC experiment, UT-7/Epo cells
were cultivated in MEM medium minus L-Lysine and L-Arginine
(Pierce) supplemented with 0.1 mg/ml 13C6 L- Arginine-HCl
(Pierce) and 0.1 mg/ml 13C6, 15N2 L-Lysine-2HCl (Pierce,
‘‘heavy medium’’), or the same concentrations of L-Arginine
(Sigma) and L-Lysine (Sigma, ‘‘light medium’’) and containing
10% dialyzed fetal calf serum and 1 U/mL Epo. For a total
integration of amino acids, cultures last 5 weeks. Murine BaF-3
cells previously described by Collins and colleagues [38] were
transfected with a hKit WT or the gatekeeper hKit T670I mutant
were cultivated under murine IL3 stimulation in Roswell Park
Memorial Institute medium (RPMI), containing 10% fetal calf
serum, 1 mM glutamine, and 100 UI/ml penicillin-streptomycin
as previously described [37]. Before experiments, cells were
selected by two days of culture without IL3 plus SCF 100 ng/
mL to amplify only cells expressing an ectopic c-Kit. These cell
lines were a gift from Dr P Dubreuil from the Centre de
Recherche en Cance´rologie, at Marseille, France. For human
primary erythroblast cultures, CD34+ progenitors were purified on
MidiMacs system (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Ger-
many) in the mononuclear cell fraction isolated from cytapheresis
on Ficoll gradient as previously described [17]. During the
amplification phase, CD34+ progenitors were seeded for 10 days in
the presence of 1 UI/ml Epo, 100 ng/ml SCF, 40 ng/ml IGF-1
and 1 mM dexamethasone and further cultured for 7 days with
1 UI/ml Epo and 40 ng/ml IGF-1 for cells to enter the terminal
erythroid maturation, as previously described [17].
Cell stimulation
UT-7/Epo cells cultivated under Epo stimulation were treated
by imatinib (IM) or masitinib (MA) or vehicle at different time
points and at different concentrations. In other experiments, UT-
7/Epo were preincubated with 50 mM MbCD for 30 min, 50 mM
LLnL for 20 min, or 100 mM methylamine for 20 min before
treatment with imatinib or masitinib or vehicle for 4 h.
Alternatively, UT-7/Epo (cultivated under Epo) or BaF-3 cell
lines (cultured under IL3) were treated for 4 h with 1 or 5 mM
sorafenib.
Flow cytometry
C-Kit or CD71 cell surface expression was analyzed by flow
cytometry using CD117-PC-5 or CD71-FITC antibodies. All data
were acquired on a Cytomics FC500 flow cytometer and analyzed
using Cytomics RXP Analysis (Beckman Coulter, Inc.).
Peptides purification and immunoprecipitation of
phospho-Tyr-peptides
UT-7/Epo cells cultivated in heavy medium were treated 4 h
with 2 mM imatinib while control cells cultivated in light medium
were treated with DMSO alone. After two washes in PBS,
50.106 UT-7/Epo cells, of each culture conditions, were resus-
pended in 2.5 mL of lysis buffer (20 mM hydroxyethyl piperazi-
neethanesulfonic pH 8, 8M urea, 1 mM sodium orthovanadate,
2.5 mM sodium pyrophosphate and 1 mM sodium b-glycerophos-
phate), sonicated twice 30 seconds and keep in ice for 20 minutes.
c-Kit Internalization Induced by TKI
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Lysates were centrifuged at 20.000 g for 20 minutes at 4uC.
Supernatants were successively treated with DTT to reduce
disulfide bonds and chloroacetamide for alkylation. Equal amounts
of proteins from both samples were mixed and digested by trypsin
over night at 30uC. Peptides were purified on Sep-Pack C18 Classic
micro column (Waters, ref. WAT051910) and on HyperSep
Hypercarb SPE Columns (ThermoScientific, ref. 60106–301). After
lyophilization, peptides were solubilized in Immunoaffinity Purifi-
cation (IAP) buffer (50 mM 3-(N-Morpholino) propanosulfonic
acid, 10 mM sodium phosphate, 50 mM NaCl, ph 7.4) and immu-
noprecipitated with anti-phospho-Tyr antibodies (Cell Signaling,
ref. 7902) Immunoprecipitated phospho-peptides were eluted in 1%
trifluoroacetic acid and analyzed by mass spectrometry using an
Ultimate 3000 Rapid Separation Liquid Chromatographic (RSLC)
system hyphenated to a hybrid LTQ-OrbitrapVelos mass spec-
trometer (Thermo Fisher Scientific). Peptides were separated on a
C18 reverse phase resin (2 mm particle size,100 A pore size, 75 mm
i.d.,15 cm length) with a 27 min gradient from 100% A (2% ACN,
0.1% formic acid and 98% H2O) to 30% B (80% ACN, 0.085%
formic acid and 20%H2O). Themass spectrometer was operated in
a data dependent scan with a full MS scan acquired with the
Orbitrap followed by up to 10 LTQ MS/MS CID or ETD spectra
on the most abundant ions detected in the MS scan. ETD
fragmentation was performed if one of the following events was met:
z = 3 and m/z,650 m/z, z = 4 and m/z,900 m/z or z= 5 and
m/z,950 m/z. Whenever neutral loss at 24.5, 32.6, 49 or 98 m/z
was detected, multistage activation (MSA) was performed. Mass
spectrometer settings were: full MS (AGC: 1*106, resolution: 6*104,
m/z range 400–2000, maximum ion injection time: 500 ms); MS/
MS (AGC: 5*103, maximum injection time: 200 ms, minimum
signal threshold: 500, isolation width: 2Da, dynamic exclusion time
setting: 30 s). The fragmentation wasn’t permitted for precursor
with z= 1. Data were analyzed using the MaxQuant 1.3.0.5
software [18]. Mass spectrometry analyses were performed by the
proteomic facility of the Paris Descartes University (3P5).
C-Kit internalization studies
SCF or Epo was labeled using IODO-GEN (Pierce, Rockford,
IL) and [125I]SCF or [125I]Epo binding was performed as
previously described [19,20]. 26106 UT-7/Epo cells were used
in each assay. Saturating [125I]SCF (200 ng/ml) or [125I]Epo
concentrations (1 UI/ml) were added to suppress the effects of
putative modifications of receptor affinity induced by the different
inhibitors used. Non-specific binding, determined using a 250-fold
excess of unlabeled cytokine, was less than 5% of total binding in
each case. After 2 washes in PBS pH 7.4, cell-bound radioactivity
was counted. All reported data represent specific binding. Each
experiment was performed at least 3 times with similar results.
Western blotting
Cells (5.105) were solubilized in 10 mM Tris-HCl pH 7.5,
5 mM ethylene diamine tetracetic acid (EDTA), 150 mM NaCl,
10% glycerol, 1% Nonidet-P40 plus protease inhibitors (Complete,
Roche). After sodium dodecylsulphate-polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE), immunoblots were performed using
primary antibodies followed by secondary antibodies conjugated
to horseradish peroxidase (Cell Signaling) and revealed by
chemiluminescence detection (GE Healthcare). The images were
captured using a CCD camera (LAS3000 from FujiFilm) and
quantified using Multigauge software from Fujifilm.
Metabolic labeling and c-Kit immunoprecipitation
UT-7/Epo cells were pre-incubated for 4 h with or without
imatinib in Met- and Cys-deficient a-MEM culture medium
(Sigma Aldrich, M2289) containing 5% dialyzed fetal bovine
serum, 1 mM glutamine, 100 UI/ml penicillin-streptomycin and
2 U/ml Epo. After pre-incubation, the cells were pulse-labeled for
15 min in the same medium containing 0.25 mCi/ml of a mixture
of [35S]Met and [35S]Cys (Translabel, Perkin Elmer, Courtaboeuf,
France) and chased by incubation in a medium containing
unlabeled Met and Cys. Cells were either solubilized in 150 mL of
lysis buffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7.4, 1% NP-40, 0.5%
deoxycholic acid and 0.1% SDS, protease inhibitors and 1 mM
sodium orthovanadate, 20 mM sodium fluorure, 1 mM sodium
pyrophosphate, 25 mM sodium beta-glycerophosphate as phos-
phatase inhibitors). Lysates were centrifuged, cleared using
unspecific antibodies, and precipitated using anti-c-Kit antibody
or control immunoglobulins. Immunoprecipitates were separated
by SDS-PAGE, and labeled proteins were detected by fluorogra-
phy using Amplify on a Typhoon fluorescence scanner (GE
Healthcare).
Results
Imatinib or masitinib decreases cell surface expression of
mature c-Kit in human erythroblasts and UT-7/Epo cell
line
C-Kit expression must be turned off for the erythroid progen-
itors to enter the final steps of differentiation. Here, we speculated
that inhibition of c-Kit tyrosine kinase activity by TKI could
facilitate erythroid cell maturation. To evaluate the effect of
imatinib on erythroid cell differentiation, we used a two-phase
model of in vitro differentiation. Using mobilized peripheral blood
CD34+ progenitors, we obtained erythroid progenitors after 10
days of culture in the presence of Epo, SCF, IGF-1 and
dexamethasone. At day 10, cells were washed and reseeded in
differentiation medium containing Epo and IGF-1 either in the
presence or absence of imatinib for 4 days. As shown in Figure 1A,
the presence of imatinib strongly accelerated the acquisition of
erythroid marker glycophorin A (GPA) after 2 and 4 days of
treatment. Then we analyzed the expression of c-Kit at the time of
the onset of erythroid maturation. As shown by flow cytometry,
the expression of c-Kit at plasma membrane was fully inhibited
after 4 days (Figure 1B, left). By Western blot (Figure 1B, right), we
observed a dramatic reduction of the expression of the mature
140 kDa form of the protein.
To investigate the mechanism of c-Kit down-regulation, we
used the Epo-dependent UT-7/Epo cell line that expresses
endogenous c-Kit. We first assessed the specificity of imatinib on
the expression functional c-Kit receptors, we quantified the
specific binding of [125I]SCF or [125I]Epo to their receptors at
cell surface in the presence of 2 mM imatinib incubated for 0 to
24 h at 37uC (Figure 1C). We observed that imatinib efficiently
reduced [125I]SCF binding but did not modify [125I]Epo binding.
Thus, imatinib reduced the level of functional c-Kit receptors,
while it did not affect the cell surface expression of the Epo-R. The
decrease of SCF binding was detectable after 2 h of incubation
with imatinib and was maximal after 4 h. As expected, since
imatinib targeted c-Kit, the UT-7/Epo cell line proliferation in
response to SCF was completely abolished by imatinib. By
contrast, Epo-induced proliferation was not modified (Figure 1D).
These results show that imatinib induces the down-regulation of
functional c-Kit at plasma membrane.
To investigate whether the mechanism of down-regulation
induced by TKI differed or not from that induced by the natural
ligand of c-Kit, we compared the membrane expression of CD117
by flow cytometry after incubation with SCF for 10 min or
increasing concentrations of imatinib or masitinib for 4 h
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(Figure 2A). In these conditions, CD117 signal expressed as a ratio
of median fluorescence intensity (RFI) decreased according to the
increase of inhibitor concentration. The effect was identical to that
of SCF with 2 mM of each inhibitor. On the same experiments
neither imatinib nor masitinib affected the expression of surface
marker CD71 corresponding to the type 1 transferrin receptor
(data not shown). When compared to SCF, TKI were able to
induce c-Kit down-regulation with different kinetics. After 10
minutes of stimulation by SCF, cells expressed less than 50% of the
initial level of c-Kit at the plasma membrane, while this maximal
down-regulation was observed after 4 h of imatinib or masitinib
(Figure 2B). Down-regulation remained stable after 24 h both in
the presence of inhibitors or ligand (Figure 2B). We obtained the
same results in human erythroid TF-1 cell line and in murine
BaF3 cell line stably transfected with human wt form of c-Kit
(Figure S1). This suggests that TKI induced a down-regulation of
Figure 1. Imatinib induces the differentiation of human normal erythroblasts and decreases cell surface expression of c-Kit. Imatinib
(2 mM) was added for 4 days to a culture of CD34+ cells-deriving erythroblasts. A. Effect of imatinib on erythroblast differentiation. Left panel:
Flow cytometry for CD71 and GPA markers. Right panel: May Grunewald Giemsa staining at Day 14 (d14). B. Effect of imatinib on c-Kit
expression Left panel: Flow cytometry for CD117 and GPA. Right panel: Immunoblot for c-Kit. C. Expression of functional c-Kit at cell surface.
UT-7/Epo cells were incubated with 2 mM imatinib, or vehicle at 37uC for indicated times, and labeled with 200 ng/ml [125I]SCF or 1 UI/ml [125I]Epo for
90 min at 4uC. Cell surface-associated radioactivity was counted. Results are the mean of at least three independent experiments. D. UT-7/Epo cell
proliferation in response to SCF. UT-7/Epo cells were incubated with 1 UI/ml Epo or 50 ng/ml SCF, in the presence or absence (vehicle) of 2 mM
imatinib (IM). At the indicated times, cells were counted in triplicates.
doi:10.1371/journal.pone.0060961.g001
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c-Kit through a mechanism that could differ from the down-
regulation following SCF binding.
Imatinib prevents c-Kit re-expression after ligand-
induced down-regulation
We then addressed the question of the reversibility of imatinib
effect on c-Kit. We treated UT-7/Epo cells for 2 h with either
imatinib or SCF which provoked a 50 or 75% reduction of CD117
expression, respectively. Cells were washed and seeded for an
additional period of 22 h in Epo-containing culture medium without
imatinib or SCF. CD117 started to be re-expressed 2 h after
imatinib or SCF withdraw and reached the baseline after 24 h
demonstrating that the effect was reversible (Figure 3A).To inves-
tigate the impact of imatinib on the expression of functional receptor
at cell surface after ligand-induced down-regulation, UT-7/Epo cells
were pre-incubated with 50 ng/ml SCF for 2 h to induce c-Kit
down-regulation before adding imatinib to Epo-containing medium
for 24 h. While [125I]SCF binding was reduced by 75% by a 2-h pre-
treatment with SCF, [125I]SCF ligation remained low over a period
of 24 h in the presence of imatinib (Figure 3B) demonstrating that
imatinib prevented c-Kit re-expression at the cell surface. By
contrast, expression of functional c-Kit receptors was normalized
when cells were re-seeded in Epo-containing medium without
imatinib. Notably, a slight increase in c-Kit expression in UT-7/Epo
maintained under Epo is observed and maybe correlated to the cell
proliferation rate. This suggests that imatinib may inhibit either c-Kit
protein synthesis or its cell surface stability.
Imatinib does not inhibit c-Kit protein neosynthesis and
maturation
Because the maximal effect of TKI on c-Kit expression was
delayed compared to the effect of SCF, we first wondered whether
imatinib and masitinib affected the expression of mature or
immature or both forms of the receptor. We thus analyzed the
effect of increasing concentrations or incubation times of the
inhibitors on c-Kit protein expression by Western blot using an
antibody specific for both forms. As shown in Figure 4A and 4B,
both imatinib and masitinib reduced the expression of the mature
glycosylated form of 140 kDa from a concentration of 0.5 mM,
while the expression of immature 120-kDa form remained
constant regardless of the TKI concentration used in UT-7/Epo
cells cultured under Epo. The auto-phosphorylation of c-Kit on
Figure 2. Imatinib or masitinib decreases cell surface expression of mature c-Kit in UT-7/Epo cell line. A. Dose-dependent inhibition
of c-Kit expression by TKI. Cell surface expression of c-Kit. UT-7/Epo cells were incubated with SCF 50 ng/ml for 10 min (hatched bars) or
indicated concentrations of imatinib (IM) (grey bars) or masitinib (MA) (black bars) for 4 h. B. Kinetic of c-Kit down-regulation by TKI. UT-7/Epo
cells were incubated with 2 mM IM (grey bars) or MA (black bars) or 50 ng/ml SCF (hatched bars) for indicated times. C-Kit cell surface expression
was determined by flow cytometry. Results were expressed as ratios of median fluorescence intensity (RFI), and the values were normalized to
untreated cells. Results are the mean of at least three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0060961.g002
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Tyr719 is only observed after a short term stimulation by SCF
(10 min). Consistent with the flow cytometry data, both inhibitors
at a concentration of 2 mM efficiently reduced the expression of
the mature form of c-Kit after 4 hours of incubation (Figure 4B),
as already observed in normal erythroblasts (Figure 1B right).
To investigate whether imatinib modulate c-Kit synthesis and
maturation, we first used 500 mM of cycloheximide (CHX) to
block protein synthesis. UT-7/Epo cells were incubated with
CHX alone or in combination with imatinib at indicated times
and functional c-Kit receptors were quantified by measurement of
[125I]SCF binding. In accordance with a 24-h long half-life of this
receptor, CHX alone reduced the binding by 50% after 24 h [11].
While [125I]SCF binding decreased by 50% after 6 h of incubation
with imatinib only and then remained constant, cell incubation
with both CHX and imatinib reduced c-Kit expression by 90%
after 24 h (Figure 4C, upper panel). As expected, CHX affected
both mature 140 kDa-form and immature 120 kDa form of c-Kit,
while imatinib only altered the expression of the mature form
(Figure 4C, bottom panel). Finally, imatinib and CHX had an
additive inhibitory effect on the expression of mature and
functional c-Kit protein (Figure 4C). Altogether, these results
suggest that the effect of imatinib may differ from that of CHX
suggesting that imatinib did not affect protein synthesis but
induced c-Kit degradation.
To precise whether imatinib could modulate c-Kit synthesis,
UT-7/Epo cells were pre-incubated for 4 h in the presence or
Figure 3. Imatinib prevents c-Kit receptor re-expression after SCF-induced down-regulation. A. Down-regulation of c-Kit by
imatinib is reversible. UT-7/Epo cells were incubated with 50 ng/ml SCF (dotted line) or with 2 mM imatinib (filled line) for 2 h. After washing in
PBS, cells were cultured with 1 UI/ml Epo for 24 h. CD117 expression was measured at the indicated times by flow cytometry and results were
expressed as RFI. B. Imatinib prevents the re-expression of functional c-Kit after SCF binding. UT-7/Epo cells were pre-incubated with
50 ng/ml SCF. After washing in PBS, SCF-treated cells were re-seeded with 1 UI/ml Epo in the presence or absence of 2 mM IM for 24 h. Cells cultured
with 1 UI/ml Epo in the presence or absence of IM were used as controls. At indicated times, cells were labeled with 200 ng/ml [125I]SCF for 90 min at
4uC and the radioactivity was determined. Results were expressed as percentages of [125I]SCF binding to Epo alone at time 0 and are the mean (6 SD)
of three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0060961.g003
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absence of 2 mM imatinib. Then, [35S]Cys/Met was incorporated
for a pulse of 15 min. Radio-labeled c-Kit was revealed after
immunoprecipitation. As shown in Figure 4D (upper panel), the
level of immunoprecipitated c-Kit was identical in both conditions
suggesting that imatinib did not affect c-Kit de novo synthesis. To
investigate the effect of imatinib on c-Kit maturation, we labeled
UT-7/Epo cells for 15 min with [35S]Cys/Met before to chase
over a period of 1 h in the presence or absence of 2 mM imatinib.
As shown in Figure 4D (bottom panel), imatinib did affect neither
the neosynthesis of the 120 kDa form nor the level of 140 kDa
Figure 4. Imatinib or masitinib induces the down regulation of c-Kit but does not influence c-Kit neosynthesis and stability. A and
B. Expression of mature (140 kDa) and immature (120 kDa) forms of c-Kit. UT-7/Epo cells were incubated with indicated concentrations of
imatinib (IM) or masitinib (MA) for 4 h or with 50 ng/ml SCF for 10 min (A) or with 2 mM IM or MA for indicated times (B). Phospho c-Kit (Tyr719) and
c-Kit were revealed by immunoblot and actin was used as loading control. All data are representative of at least three independent experiments. C.
Effect of protein synthesis inhibitor cycloheximide and imatinib on the expression of cell surface functional c-Kit. UT-7/Epo cells were
incubated with 2 mM imatinib (IM) or vehicle, in the presence or absence of 500 mM cycloheximide (CHX) for 24 h. At indicated times, cells were
labeled with 200 ng/ml [125I]SCF for 90 min at 4uC and the radioactivity was determined and expressed as absolute values. Results are the mean of
three independent experiments. Alternatively, cell lysates were analyzed for c-Kit expression by immunoblot (lower panel). Actin is used as loading
control. D. c-Kit de novo synthesis and maturation. C-Kit de novo synthesis was analyzed in the upper panel UT-7/Epo cells (5.105) were
preincubated for 4 h in the presence or absence of 2 mM imatinib (IM) and then labeled with [35S]Met/Cys-containing medium for 15 min at 37uC.
Immunoprecipitation (IP) was performed using isotypic control (left panel) or anti-c-Kit antibodies (right panel). C-Kit maturation was studied on
lower panel. UT-7/Epo (5.105) cells were pulse-labeled with [35S]Met/Cys for 15 minutes and chase followed by c-Kit immunoprecipitation using anti-
c-Kit antibodies was done for indicated times after incubation with IM (2 mM) or vehicle. Labeled c-Kit was revealed by fluorography. Results are
representative of three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0060961.g004
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mature form of c-Kit confirming that protein neosynthesis and its
glycosylation was not impaired by the drug. Taken together, these
data show that imatinib did not alter c-Kit biosynthesis. Its
additive effect with CHX-mediated inhibition could lead to
hypothesize that imatinib may alter c-Kit protein stability.
Imatinib or masitinib induces c-Kit internalization and its
degradation by the lysosomes pathway
To investigate the mechanism of c-Kit modulation by imatinib
or masitinib, we first incubated UT-7/Epo cells with 50 mM
methyl b cyclodextrin (MbCD) for 30 min before adding 2 mM
imatinib or masitinib for 4 h. MbCD has been shown to inhibit
internalization of cell surface proteins regardless of their associ-
ation with raft microdomains [21,22]. As shown in Figure 5A,
MbCD fully blocked the inhibitory effect of TKI on CD117
expression (upper panel) by preserving the expression of mature
140-kDa form of c-Kit under TKI. This suggests that imatinib or
masitinib induced the internalization of c-Kit. To precise the
pathway of c-Kit degradation following imatinib or masitinib-
driven internalization, we pre-incubated the cells with either
LLnL, a proteasome inhibitor, or methylamine which could
prevent lysosome acidification and inhibits protein degradation by
lysosome proteases. We observed that the decrease of CD117 or
the disappearance of mature c-Kit was not affected by LLnL
(Figure 5B), while the disappearance of the mature 140-kDa form
was rescued by methylamine (Figure 5C). Epo-induced EpoR
degradation was tested to ascertain the effects of LLnL and
methylamine since we have previously demonstrated that protea-
some inhibitors protect the cell surface form of the activated EpoR
[20]. As expected, LLnL prevented the degradation of the mature
form of EpoR (figure 5B). Interestingly, methylamine did not
rescue membrane c-Kit expression tested by flow cytometry
neither in SCF- nor in TKI-treated cells suggesting that receptors
accumulate inside rather than being re-expressed at plasma
membrane. We conclude from these experiments that c-Kit was
internalized upon SCF binding or imatinib or masitinib treatment
in the absence of ligand and degraded through the lysosome
pathway.
c-Cbl is not implicated in imatinib-driven internalization
and degradation of c-Kit
It has been previously shown that interaction between c-Kit and
E3 ubiquitin ligase c-Cbl proteins, upon SCF stimulation results in
their mutual degradation [9,23]. C-Kit binds to and induces the
phosphorylation of c-Cbl proteins, which in turn act as E3
ubiquitin ligases, mediating the ubiquitination, internalization and
lysosome degradation of c-Kit. To investigate whether c-Cbl was
implicated in the down-regulation of c-Kit by imatinib, we
expressed either a mutant 70Z-c-Cbl which is a 17-amino acid
deletion mutant (at the boundary of the linker and the RING
Figure 5. Imatinib or masitinib induces c-Kit internalization and its degradation by lysosome pathway. A. For analysis of internalization,
UT-7/Epo cells were pre-incubated with 50 mM of methyl-b-cyclodextrine (MbCD) or vehicle (V) for 30 min then treated during 4 hours with imatinib
(grey bars) or masitinib (black bars) or Epo alone (white bars). B. For the analysis of proteasomal degradation, UT-7/Epo cells were incubated with
1 UI/ml of Epo or 50 ng/ml of SCF (hatched bars), and 50 mM of LLnL (L) or vehicle (V) for 20 min at 37uC before treatment with 2 mM IM (grey bars) or
MA (black bars) or Epo alone (white bars) for 4 h. C. For the analysis of lysosomal degradation, UT-7/Epo cells were incubated with 1 UI/ml Epo or
50 ng/ml SCF, and 100 mM methylamine (M) or vehicle (V) for 20 min before treatment with 2 mM IM (grey bars) or MA (black bars) or Epo alone
(white bars) for 4 h. Expression of c-Kit by flow cytometry (cell surface) and by immunoblot. Actin was used as loading control. Data are
representative of three independent experiments and the quantification of one experiment is shown.
doi:10.1371/journal.pone.0060961.g005
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finger domain), abrogating the E3 ubiquitin ligase function of c-
Cbl or the wt c-CBL protein in UT-7/Epo cells. Notably, c-Kit
expression in UT-7/Epo harboring a wt c-CBL is reproductively
increased in comparison to UT-7/Epo parental cells. However,
this overexpression of c-Kit is not associated with a high rate of
proliferation under SCF stimulation (data not shown) and is
actually not investigated. The cell surface expression of c-Kit
decreased in response to SCF in the parental UT-7/Epo cell line
and in the wt c-Cbl-transfected UT-7/Epo cells, while it remained
stable in the 70Z-c-Cbl-transfected cells (Figure 6A). We then
treated the cells with 2 mM imatinib for 4 h before analyzing
CD117 expression by flow cytometry and c-Kit protein by
Western blot. As shown in Figures 6B and 6C, 70Z-c-Cbl did
not prevent the disappearance of CD117 from plasma membrane
or the decrease of mature 140-kDa form induced by the drug. This
result shows that c-Cbl was not implicated in the degradation of c-
Kit upon imatinib treatment.
Imatinib does not modulate the content of
phosphotyrosine-peptides
Since IM could inhibit several tyrosine kinases in addition of c-
Kit, we tested whether IM modified overall tyrosine phosphory-
lation in UT-7/Epo cells. We performed a global and quantitative
analysis of the tyrosine phosphorylated proteins after 4 hours of
treatment with IM. To do so, we used the SILAC labeling method
[24]. UT-7/Epo cells were cultured for at least 3 weeks with
isotopically labeled Lys and Arg. We then verified that more than
95% Lys and Arg residues of each analyzed proteins were
isotopically labeled. Heavy amino acids-labeled cells were then
treated for 4 h with IM whereas cells labeled with light amino
acids received DMSO alone. Proteins from treated and untreated
cells were then mixed and digested with trypsin. Tyrosine
phosphorylated peptides were immunoprecipitated and analyzed
by mass spectrometry (MS). For each identified peptide, ratio of
MS signal intensities for heavy to light forms allowed to determine
Figure 6. c-Kit internalization occurs independently of c-Cbl. A. Cell surface expression of c-Kit after SCF binding. UT-7/Epo either non
transfected (UT-7), or transfected with WT c-Cbl (WT) or 70Z c-Cbl mutant (70Z) were cultured with 1 UI/ml Epo (white bars), starved and then
stimulated for 5 min with 250 ng/ml SCF (hatched bars). C-Kit cell surface expression was determined by flow cytometry. Results were expressed as
RFI of CD117 normalized to cells in Epo alone and are the mean of three independent experiments. B. Cell surface expression of c-Kit after
imatinib treatment. Parental, WT c-Cbl and 70Z c-Cbl-UT-7/Epo cells cultured with 1 UI/ml Epo (white bars) were treated for 24 h with 2 mM
imatinib (grey bars). C-Kit cell surface expression was determined by flow cytometry and the results were expressed as RFI of CD117 normalized to
cells in Epo alone and are the mean of three independent experiments. C. Immunoblot analysis of c-Kit after imatinib treatment. Parental, wt-
c-Cbl and 70Z c-Cbl-UT-7/Epo cells were incubated with 2 U/ml Epo in the presence or absence of 2 mM IM for 24 h. Immunoblots using anti-c-Kit, c-
Cbl and HA antibodies. Actin is used as loading control. Results are representative of three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0060961.g006
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Table 1. List of proteins and identified peptides presenting a tyrosine phosphorylation modification after imatinib (IM) treatment
in UT-7/Epo cells.
Protein names Gene names peptide Ratio H/L Position Range
Amyloid-like protein 2 APLP2 MQNHGYENPTYK 0,47985 Y 755 0,43428–
0,52542
Amyloid-like protein 2 APLP2 MQNHGYENPTYK 0,5596 Y 750 0,53448–
0,58471
SHC-transforming protein 1 SHC1 EIFDDPSYVNVQNIDK 0,57833 Y 428 0,49184–
0,66481
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1 INPP5D EKIYDFVK 0,67383 Y 865 0,62630–
0,72135
Signal transducer and activator of transcription 5 STAT5 AVDGYVKPQIK 0,71666 Y 694 0,53393–
0,81895
Mucin-1 MUC1 YVPPSSTDRSPYEK 0,75444 Y 1238 0,63110–
0,87778
Cyclin-dependent kinase 1 CDK1 IGEGTYGVVYKGR 0,77535 Y 19 0,54629–
1,00440
Tyrosine-protein kinase Lyn LYN SIDNGGYYISPR 0,84216 Y 193 0,81260–
0,87172
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 18 PTPN18 SAEEAPIYSK 0,85268 Y 389 0,83351–
0,87185
Catenin delta-1 CTNND1 INGPQDHSHIIYSTIPR 0,86045 Y 96 0,81945–
0,90145
Alpha-enolase ENO1 AAVPSGASTGIYEAIEIR 0,89205 Y 44 0,87500–
0,90910
Non-receptor tyrosine-protein kinase TYK2 TYK2 IIAQAEGEPCYIR 0,89579 Y 292 0,87173–
0,93281
Schlafen family member 11 SLFN11 NADPIAKYIQK 0,92243 Y 740 0,75395–
1,09090
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase alpha PTPRA VVQEYIDAFSDYANFK 0,94168 Y 809 0,90195–
0,98141
Serine/threonine-protein kinase PRP4 homolog PRPF4B ICDFGSASHVADNDITPYIVSR 0,94375 Y 849 0,93596–
0,95257
Junctional adhesion molecule A F11R VIYSQPSAR 0,95872 Y 284 0,80503–
1,11240
Glycogen synthase kinase-3 GSK3 GEPNVSYICSR 0,97317 Y 279 0,97190–
0,97444
Elongation factor 1-alpha 1 EEF1A1 STTTGHIIYK 0,98889 Y 29 0,97503–
1,00510
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11 PTPN11 IQNTGDYYDIYGGEK 0,99527 Y 62 0,95104–
1,03950
Tyrosine-protein kinase JAK2 JAK2 REVGDYGQIHETEVIIK 0,99782 Y 570 0,95137–
1,02940
Mitogen-activated protein kinase 14 MAPK14 HTDDEMTGYVATR 1,00044 Y 182 0,95259–
1,04820
Cyclin-dependent kinase 1 CDK1 IGEGTYGVVYK 1,01198 Y 15 0,99314–
1,03860
Tyrosine-protein kinase HCK HCK VIEDNEYTAR 1,01576 Y 411 0,93732–
1,09420
Cyclin-dependent kinase 3 CDK3 IGEGTYGVVYK 1,0163 Y 15 1,00630–
1,02170
Tyrosine-protein kinase Lyn LYN VIEDNEYTAREGAK 1,02901 Y 397 0,98982–
1,06820
Homeodomain-interacting protein kinase 1 HIPK1 AVCSTYIQSR 1,05743 Y 352 1,03746–
1,07660
Transgelin-2 TAGLN2 ANRGPAYGISR 1,06637 Y 8 0,98633–
1,14640
Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1 DYRK1 IYQYIQSR 1,14687 Y 321 1,06570–
1,27760
Mitogen-activated protein kinase 3 MAPK3 IADPEHDHTGFITEYVATR 1,14715 Y 204 1,11940–
1,17490
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whether or not IM affected the phosphorylation of this peptide.
Three independent experiments were performed and peptides
identified and quantified in at least two experiments are reported
in Table 1. As shown in this table, a single protein (APLP2)
showed more than 2 fold change in tyrosine phosphorylation after
IM treatment. Thus, IM treatment did not induce a global
modification in tyrosine phosphorylation in UT-7/Epo cells. In
particular, the phosphorylation of several Src family kinases (Lyn,
Hck, Yes) was not modified by IM. Thus, it seems unlikely that IM
mediates c-Kit degradation by inducing a global modification of
protein phosphorylation on tyrosine residues.
The integrity of c-Kit ATP pocket is crucial for imatinib-
induced internalization
We suspected that internalization was driven by direct interaction
between imatinib and the ATP binding pocket of c-Kit. To test this
hypothesis, we used a mutated form of c-Kit, the so called ‘‘gate
keeper’’ mutant, which contains a T670I substitution within the
ATP pocket. This mutation abolishes the sensitivity to imatinib by
inducing a substantial deformation of the ATP pocket which
prevents the binding of imatinib, while the multikinase inhibitor
sorafenib retains a better access to the ATP pocket and an inhibitory
activity to this mutant. [25,26,27].
The effects of imatinib on c-Kit expression were analyzed in the
murine BaF-3 cell line transfected with human T670I c-Kit
mutant or wt-c-Kit. As shown in Figure 7A, internalization of Kit
by imatinib was detected in UT-7/Epo and wt-c-Kit BaF3 cells,
but not in the T670I c-Kit mutant BaF-3 cells. Sorafenib used at
5 mM was able to induce c-Kit internalization in the two cell types.
In western blot experiments, we observed that IM was unable to
decrease the expression of the mature form of T670I c-Kit mutant,
while the wt form of the receptor decreased in UT-7/Epo or in wt-
c-Kit BaF3 cells (Figure 7B). As expected, the expression of the
mature form of T670I c-Kit mutant was down regulated in the
presence of sorafenib. These data indicate that the accessibility of
the ATP pocket is crucial for imatinib-induced c-Kit internaliza-
tion process.
Discussion
In the present work, we have demonstrated that imatinib induces
the down-regulation of the mature and functional form of c-Kit in
the absence of SCF. The mechanism of TKI-induced c-kit down-
regulation implicates both internalization and lysosomal degrada-
tion of the receptor. This effect is observed as long as the cells are
exposed to the drugs and is reversible after TKI withdrawal. Our
data suggests that the integrity and occupancy of the ATP pocket by
TKI is required for initiation of c-Kit down-regulation.
Our main observation is that c-Kit interacting with imatinib in
the absence of ligand could be processed for internalization. This is
consistent with the capacity of mutant kinase dead receptors to
internalize. The kinetics of internalization upon SCF ligation or
imatinib were different. While activated receptor upon ligand
binding is rapidly internalized, the internalization of c-Kit by
imatinib is slow suggesting that the mechanism could be quite
different. Activation of the E3 ubiquitin ligase c-Cbl, is a key step
for EGF-R or c-Kit endocytosis after ligand binding or active
mutant c-Kit endocytosis, and their subsequent targeting to the
lysosomal pathway after mono-ubiquitination [9,23,28]. The
recruitment of c-Cbl to c-Kit requires the phosphorylation of
tyrosine residues located close to the transmembrane domain
(Y568 and Y760) and in the C-terminus part of the receptor
(Y936) [9,28]. These tyrosine residues are phosphorylated by the
receptor tyrosine kinase upon ligand binding, and subsequent
receptor internalization is achieved when c-Cbl becomes phos-
phorylated by Src kinase family members [4,29,30,31]. Here, we
found that c-Kit internalization induced by imatinib occurs while
c-Kit kinase activity is abrogated, which may prevent the
activation of c-Cbl and consequently delay the process.
Because the spectrum of TKI targets includes both membrane
receptors like c-Kit and several intracellular kinases, we should ask
whether the internalization of c-Kit is a side effect due to the
inhibition of other intracellular kinases. To explore this hypothesis,
we have analyzed the phosphotyrosine peptides in the UT-7/Epo
cell line cultured with Epo before and after induction of c-Kit
internalization with imatinib. We did not observe significant
modifications of phosphotyrosine peptide content, including those
corresponding to major signaling pathways downstream Epo
receptor including the. STAT5 and ERK1/2 pathways. This is
consistent with the fact that IM did not modify Epo-induced UT-
7/Epo cell proliferation (Figure 1D). This demonstrates that
imatinib does not induce a significant modification of the activity
of most tyrosine kinases in these cells.
Our data support the idea that internalization could be initiated
after the binding of imatinib to the ATP binding pocket. We used
the T670I mutant c-Kit unable to bind imatinib and responsible for
myeloproliferative disorder in mice and imatinib-resistant GIST in
humans [26,32]. Indeed, up to 10 mM imatinib was ineffective to
block T670I mutant –driven cell proliferation, while kinase inhibitor
sorafenib, which inhibits wt c-Kit at a concentration of 5 mM
efficiently reduced this proliferation [27,33 and our data not
shown]. Sorafenib also efficiently improved response rate and
overall survival in patients with metastatic renal cell carcinoma
overexpressing wt c-Kit [34]. In our work, we show that both
sorafenib and imatinib induced the down-regulation of wt c-Kit
suggesting that internalization consecutive to targeting of the ATP
binding pocket is a common mechanism for various TKI. By
contrast, sorafenib but not imatinib could induce the internalization
of c-Kit when mutated at T670 which exhibits a deformation of the
ATP binding pocket previously shown to prevent the binding of
Table 1. Cont.
Protein names Gene names peptide Ratio H/L Position Range
Mitogen-activated protein kinase 1 MAPK1 VADPDHDHTGFITEYVATR 1,20773 Y 187 1,01550–
1,39270
Tyrosine-protein kinase Yes YES1 IIEDNEYTAR 1,2854 Y 426 1,15650–
1,44170
A ratio H(eavy)/L(ight),0.5 is associated with a significant decrease in tyrosine phosphorylation of the indicated Y residue after IM treatment. At the opposite, a ratio H/
L.2 is associated with a significant increase in tyrosine phosphorylation of the indicated Y residue after IM treatment. All the peptides were at least identified in two
different experiments. For each peptide, the range of ratio H/L represent the dispersion observed between the experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0060961.t001
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imatinib. We conclude from these experiments that binding in the
ATP pocket of c-kit is a prerequisite for subsequent initiation of the
internalization process by TKI.
The remaining question is the consequence of imatinib binding
on the overall conformation of the receptor. In 2004, Mol and
colleagues [35] have shown that c-Kit, in the absence of ligand,
may exist in two different pre-activated and auto-inhibited
conformations. To further describe the auto-inhibited conforma-
tion, they generated a series of point mutations, and demonstrated
the importance of juxta-membrane domain for the stabilization of
the protein. They also demonstrated that IM could disrupt the
conformation thus abrogating the auto-inhibited state. We suspect
that when released from auto-inhibition, the receptor should
initiate its internalization process. This was confirmed by X-ray
crystallography of c-Kit-imatinib complex showing that imatinib
binds to a conformational inactive monomeric form of c-Kit. We
suggest that this modification could expose an internalization
specific motif that is normally buried in inactive receptors.
Figure 7. The integrity of c-Kit ATP pocket is crucial for imatinib-induced internalization. UT-7/Epo, BaF-3 hKit WT and BaF-3 hKit T670I
cultivated with Epo (1 UI/ml) or IL3 (1 ng/ml) were incubated 4 h with 2 mM Imatinib or 5 mM sorafenib or vehicle or stimulated 10 minutes with
50 ng/mL SCF. A. Cell surface expression of c-Kit by flow cytometry using CD117 antibody (black line) compared to isotypic antibody (grey line).
Results were expressed as RFI of CD117 normalized to cells in control conditions. The results are the mean of three independent experiments. B.
Western Blot analysis of cell lysates. Actin is used as loading control. Results are representative of three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0060961.g007
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However, since internalization kinetics after TKI treatment is
much slower than after SCF stimulation, it is likely that efficiency
of this process is poor compared to the down-regulation
mechanism involving c-Cbl after SCF stimulation.
Finally, imatinib-dependent c-Kit down-regulation drastically
impacts on the rate of erythroblast maturation in vitro. Thus, c-Kit
expression alone seems to be sufficient to delay the terminal
differentiation of erythroid cells in the absence of SCF. Whether c-
Kit could behave as a molecular adaptor in this process or is
activated to low levels by a mechanism that remains to be
determined deserves supplementary investigations.
In conclusion, our results describe the mechanism of long-term
induction of c-Kit internalization by TKI. Prolonged down-
regulation and degradation of c-Kit by imatinib may add to the
rapid inhibitory effect of the drug on c-Kit tyrosine kinase activity
in tumors in which overexpression of wt-c-Kit worsens the
prognosis.
Supporting Information
Figure S1 Imatinib or masitinib decreases cell surface
expression of mature and functional c-Kit in BaF3 hKit
WT and TF-1 cells. A and B. Cell surface expression of c-Kit.
Murine BaF3 were stably transfected with a human c-Kit WT and
incubated with indicated concentrations of imatinib (IM) (grey
bars) or masitinib (MA) (black bars) for 4 h (A). TF-1 erythroid cell
line was incubated with 2 mM of imatinib (IM) (grey bars) or 2 mM
of masitinib (MA) (black bars) for 4 h (B). C-Kit cell surface
expression was determined by flow cytometry. Results were
expressed in Ratio of median Fluorescence Intensity (RFI), and the
values were normalized to untreated cells. Results are the mean of
at least three independent experiments.
(TIF)
Acknowledgments
We thank Sebastien Letard and Soraya Cherfaoui for their technical
assistance with imatinib and masitinib experiments. We thank Dr Nabih
Azar for providing human mononuclear cells. We also thank all the
members of the proteomic platform 3P5 of the Paris Descartes University.
Author Contributions
Conceived and designed the experiments: DD JG MF PM OK. Performed
the experiments: DD JG CD EF OK. Analyzed the data: DD JG FV CF
KA MF PM OK. Contributed reagents/materials/analysis tools: FV PD
CL. Wrote the paper: MF PM OK.
References
1. Muta K, Krantz SB, Bondurant MC, Dai CH. (1995) Stem cell factor retards
differentiation of normal human erythroid progenitor cells while stimulating
proliferation. Blood 86: 572–80.
2. Yuzawa S, Opatowsky Y, Zhang Z, Mandiyan V, Lax I, et al. (2007) Structural basis
for activation of the receptor tyrosine kinase KIT by stem cell factor. Cell 130: 323–34.
3. Orinska Z, Fo¨ger N, Huber M, Marschall J, Mirghomizadeh F, et al. (2010).
I787 provides signals for c-Kit receptor internalization and functionality that
control mast cell survival and development.Blood 116: 2665–75.
4. Wilde A, Beattie EC, Lem L, Riethof DA, Liu SH, et al. (1999) EGF receptor
signaling stimulates SRC kinase phosphorylation of clathrin, influencing clathrin
redistribution and EGF uptake. Cell 96: 677–87.
5. He YY, Huang JL, Gentry JB, Chignell CF (2003) Epidermal growth factor
receptor down-regulation induced by UVA in human keratinocytes does not
require the receptor kinase activity.J Biol Chem 278: 42457–65.
6. Wang Q, Villeneuve G, Wang Z (2005) Control of epidermal growth factor
receptor endocytosis by receptor dimerization, rather than receptor kinase
activation EMBO Rep 6 : 942–8.
7. Yee NS, Hsiau CW, Serve H, Vosseller K, Besmer P (1994) Mechanism of
down-regulation of c-kit receptor. Roles of receptor tyrosine kinase, phospha-
tidylinositol 3’-kinase, and protein kinase C. J Biol Chem 269: 31991–8.
8. Kitayama H, Kanakura Y, Furitsu T, Tsujimura T, Oritani K, et al. (1995)
Constitutively activating mutations of c-kit receptor tyrosine kinase confer
factor-independent growth and tumorigenicity of factor-dependent hematopoi-
etic cell lines. Blood 85: 790–8.
9. Masson K, Heiss E, Band H, Ro¨nnstrand L (2006) Direct binding of Cbl to
Tyr568 and Tyr936 of the stem cell factor receptor/c-Kit is required for ligand-
induced ubiquitination, internalization and degradation.Biochem J 399: 59–67.
10. Bandi SR, Brandts C, Rensinghoff M, Grundler R, Tickenbrock L, et al. (2009)
E3 ligase-defective Cbl mutants lead to a generalized mastocytosis and
myeloproliferative disease. Blood 114: 4197–208.
11. Lennartsson J, Ro¨nnstrand L. (2012) Stem Cell Factor Receptor/c-Kit: From
Basic Science to Clinical Implications. Physiol Rev 92: 1619–49.
12. Heinrich MC, Blanke CD, Druker BJ, Corless CL (2002) Inhibition of KIT
tyrosine kinase activity: a novel molecular approach to the treatment of KIT-
positive malignancies. J Clin Oncol 20: 1692–703
13. Growney JD, Clark JJ, Adelsperger J, Stone R, Fabbro D, et al. (2005)
Activation mutations of human c-KIT resistant to imatinib mesylate are sensitive
to the tyrosine kinase inhibitor PKC412. Blood 106: 721–4.
14. Kosmider O, Denis N, Lacout C, Vainchenker W, Dubreuil P, et al. (2005) Kit-
activating mutations cooperate with Spi-1/PU.1 overexpression to promote
tumorigenic progression during erythroleukemia in mice. Cancer Cell 8 : 467–78.
15. Dubreuil P, Letard S, Ciufolini M, Gros L, Humbert M, et al. (2009) PLoS One.
Masitinib (AB1010), a potent and selective tyrosine kinase inhibitor targeting
KIT. 4 :e7258.
16. Zermati Y, De Sepulveda P, Fe´ger F, Le´tard S, Kersual J, et al. (2003) Effect of
tyrosine kinase inhibitor STI571 on the kinase activity of wild-type and various
mutated c-kit receptors found in mast cell neoplasms. Oncogene 22: 660–4.
17. Frisan E, Vandekerckhove J, de Thonel A, Pierre-Euge`ne C, Sternberg A et al.
(2012) Defective nuclear localization of Hsp70 is associated with dyserythropoi-
esis and GATA-1 cleavage in myelodysplastic syndromes. Blood 119: 1532–42
18. Cox J, Mann M (2008) MaxQuant enables high peptide identification rates,
individualized p.p.b.-range mass accuracies and proteome-wide protein
quantification. Nat Biotechnol 26: 1367–72.
19. Walrafen P, Verdier F, Kadri Z, Chre´tien S, Lacombe C, et al. (2005) Both
proteasomes and lysosomes degrade the activated erythropoietin receptor. Blood
105: 600–8.
20. Verdier F, Walrafen P, Hubert N, Chretien S, Gisselbrecht S, et al. (2000)
Proteasomes regulate the duration of erythropoietin receptor activation by
controlling down-regulation of cell surface receptors. J Biol Chem 275: 18375–81.
21. Rodal SK, Skretting G, Garred O, Vilhardt F, van Deurs B, et al. (1999)
Extraction of cholesterol with methyl-beta-cyclodextrin perturbs formation of
clathrin-coated endocytic vesicles. Mol Biol Cell 10: 961–974.
22. Subtil A, Gaidarov I, Kobylarz K, Lampson MA, Keen JH, et al. (1999) Acute
cholesterol depletion inhibits clathrin-coated pit budding. Proc Natl Acad
Sci U S A 96: 6775–6780.
23. Zeng S, Xu Z, Lipkowitz S, Longley JB (2005) Regulation of stem cell factor
receptor signaling by Cbl family proteins (Cbl-b/c-Cbl). Blood 105: 226–32.
24. Ong SE, Blagoev B, Kratchmarova I, Kristensen DB, Steen H, et al. (2002)
Stable isotope labeling by amino acids in cell culture, SILAC, as a simple and
accurate approach to expression proteomics. Mol Cell Proteomics 1: 376–86.
25. Tamborini E, Pricl S, Negri T, Lagonigro MS, Miselli F, et al. (2006) Functional
analyses and molecular modeling of two c-Kit mutations responsible for imatinib
secondary resistance in GIST patients. Oncogene 25: 6140–6.
26. Tamborini E, Bonadiman L, Greco A, Albertini V, Negri T et al. (2004) A new
mutation in the KIT ATP pocket causes acquired resistance to imatinib in a
gastrointestinal stromal tumor patient. Gastroenterology 127: 294–9.
27. Guo T, Agaram NP, Wong GC, Hom G, D’Adamo D et al (2007). Sorafenib
inhibits the imatinib-resistant KITT670I gatekeeper mutation in gastrointestinal
stromal tumor. Clin Cancer Res 14: 3204–15.
28. Waterman H, Levkowitz G, Alroy I, Yarden Y (1999) The RING finger of c-Cbl
mediates desensitization of the epidermal growth factor receptor. J Biol Chem
274: 22151–4.
29. Sun J, Pedersen M, Bengtsson S, Ro¨nnstrand L (2007) Grb2 mediates negative
regulation of stem cell factor receptor/c-Kit signaling by recruitment of Cbl. Exp
Cell Res. 313: 3935–42.
30. Padron D, Sato M, Shay JW, Gazdar AF, Minna JD, et al. (2007) Epidermal
growth factor receptors with tyrosine kinase domain mutations exhibit reduced
Cbl association, poor ubiquitylation, and down-regulation but are efficiently
internalized. Cancer Res 67: 7695–702.
31. Broudy VC, Lin NL, Liles WC, Corey SJ, O’Laughlin B, et al. (1999) Signaling
via Src family kinases is required for normal internalization of the receptor c-Kit.
Blood 94: 1979–86.
32. Bosbach B, Deshpande S, Rossi F, Shieh JH, Sommer G, et al. (2012) Imatinib
resistance and microcytic erythrocytosis in a KitV558D;T669I/+ gatekeeper-
mutant mouse model of gastrointestinal stromal tumor. Proc Natl Acad Sci U S A
109: 2276–83.
33. Heinrich MC, Marino-Enriquez A, Presnell A, Donsky RS, Griffith DJ, et al.
(2012) Sorafenib inhibits many kinase mutations associated with drug-resistant
gastrointestinal stromal tumors. Mol Cancer Ther 11: 1770–80.
c-Kit Internalization Induced by TKI
PLOS ONE | www.plosone.org 13 April 2013 | Volume 8 | Issue 4 | e60961
34. Zhang HL, Zhu Y, Qin XJ, Wang CF, Yao XD et al. (2012) c-KIT: Potential
Predictive Factor for the Efficacy of Sorafenib in Metastatic Renal Cell
Carcinoma With Sarcomatoid Feature. Clin Genitourin Cancer 12: 00174–7.
35. Mol CD, Dougan DR, Schneider TR, Skene RJ, Kraus ML, et al. (2004)
Structural basis for the autoinhibition and STI-571 inhibition of c-Kit tyrosine
kinase. J Biol Chem 279: 31655–63.
36. Komatsu N, Nakauchi H, Miwa A, Ishihara T, Eguchi M, et al. (1991)
Establishment and characterization of a human leukemic cell line with
megakaryocytic features: dependency on granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, interleukin 3, or erythropoietin for growth and survival.
Cancer Res 51: 341–8.
37. Yang Y, Le´tard S, Borge L, Chaix A, Hanssens K, et al (2010) Pediatric
mastocytosis-associated KIT extracellular domain mutations exhibit different
functional and signaling properties compared with KIT-phosphotransferase
domain mutations. Blood 116: 1114–23.
38. Collins MK, Downward J, Miyajima A, Maruyama K, Arai K, et al (1988)
Transfer of functional EGF receptors to an IL3-dependent cell line. J Cell
Physiol 137: 293–8.
c-Kit Internalization Induced by TKI
PLOS ONE | www.plosone.org 14 April 2013 | Volume 8 | Issue 4 | e60961
  
 
 
PARTIE V 
 
REFERENCES 
BIBLIOGRAPHIQUES 
 
 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
175 
 
PARTIE V : REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 
Adam, M., Pogacic, V., Bendit, M., Chappuis, R., Nawijn, M.C., Duyster, J., Fox, C.J., 
Thompson, C.B., Cools, J., and Schwaller, J. (2006). Targeting PIM Kinases Impairs Survival 
of Hematopoietic Cells Transformed by Kinase Inhibitor–Sensitive and Kinase Inhibitor–
Resistant Forms of Fms-Like Tyrosine Kinase 3 and BCR/ABL. Cancer Res. 66, 3828–3835. 
Agrawal, S., Koschmieder, S., Bäumer, N., Reddy, N.G.P., Berdel, W.E., Müller-Tidow, C., 
and Serve, H. (2008). Pim2 complements Flt3 wild-type receptor in hematopoietic progenitor 
cell transformation. Leukemia 22, 78–86. 
Agrawal-Singh, S., Koschmieder, S., Gelsing, S., Stocking, C., Stehling, M., Thiede, C., 
Thoennissen, N.H., Kohler, G., Valk, P.J.M., Delwel, R., et al. (2010). Pim2 cooperates with 
PML-RAR to induce acute myeloid leukemia in a bone marrow transplantation model. Blood 
115, 4507–4516. 
Aho, T.L.T., Sandholm, J., Peltola, K.J., Mankonen, H.P., Lilly, M., and Koskinen, P.J. 
(2004). Pim-1 kinase promotes inactivation of the pro-apoptotic Bad protein by 
phosphorylating it on the Ser112 gatekeeper site. FEBS Lett. 571, 43–49. 
Aho, T.L.T., Sandholm, J., Peltola, K.J., Ito, Y., and Koskinen, P.J. (2006). Pim-1 kinase 
phosphorylates RUNX family transcription factors and enhances their activity. BMC Cell 
Biol. 7, 21. 
An, N., Lin, Y.-W., Mahajan, S., Kellner, J.N., Wang, Y., Li, Z., Kraft, A.S., and Kang, Y. 
(2013a). Pim1 serine/threonine kinase regulates the number and functions of murine 
hematopoietic stem cells. Stem Cells Dayt. Ohio 31, 1202–1212. 
An, N., Kraft, A.S., and Kang, Y. (2013b). Abnormal hematopoietic phenotypes in Pim 
kinase triple knockout mice. J. Hematol. Oncol.J Hematol Oncol 6, 12. 
Andersson, L., and Porath, J. (1986). Isolation of phosphoproteins by immobilized metal 
(Fe3+) affinity chromatography. Anal. Biochem. 154, 250–254. 
Archambault, V., and Carmena, M. (2012). Polo-like kinase-activating kinases: Aurora A, 
Aurora B and what else? Cell Cycle 11, 1490–1495. 
Archambault, V., and Glover, D.M. (2009). Polo-like kinases: conservation and divergence in 
their functions and regulation. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 10, 265–275. 
Asano, J., Nakano, A., Oda, A., Amou, H., Hiasa, M., Takeuchi, K., Miki, H., Nakamura, S., 
Harada, T., Fujii, S., et al. (2011). The serine/threonine kinase Pim-2 is a novel anti-apoptotic 
mediator in myeloma cells. Leukemia 25, 1182–1188. 
Asher, G., and Shaul, Y. (2005). Extra View p53 Proteasomal Degradation. Cell Cycle 4, 
1015–1018. 
Asher, G., Reuven, N., and Shaul, Y. (β006). β0S proteasomes and protein degradation “by 
default.”BioEssays News Rev. Mol. Cell. Dev. Biol. 28, 844–849. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
176 
 
Bachmair, A., Finley, D., and Varshavsky, A. (1986). In vivo half-life of a protein is a 
function of its amino-terminal residue. Science 234, 179–186. 
Bachmann, M., Hennemann, H., Xing, P.X., Hoffmann, I., and Möröy, T. (2004). The 
Oncogenic Serine/Threonine Kinase Pim-1 Phosphorylates and Inhibits the Activity of 
Cdc25C-associated Kinase 1 (C-TAK1) A NOVEL ROLE FOR Pim-1 AT THE G2/M CELL 
CYCLE CHECKPOINT. J. Biol. Chem. 279, 48319–48328. 
Bachmann, M., Kosan, C., Xing, P.X., Montenarh, M., Hoffmann, I., and Möröy, T. (2006). 
The oncogenic serine/threonine kinase Pim-1 directly phosphorylates and activates the G2/M 
specific phosphatase Cdc25C. Int. J. Biochem. Cell Biol. 38, 430–443. 
Bajaj, B.G., Verma, S.C., Lan, K., Cotter, M.A., Woodman, Z.L., and Robertson, E.S. (2006). 
KSHV encoded LANA upregulates Pim-1 and is a substrate for its kinase activity. Virology 
351, 18–28. 
Bakan, I., and Laplante, M. (2012). Connecting mTORC1 signaling to SREBP-1 activation. 
Curr. Opin. Lipidol. 23, 226–234. 
Bantscheff, M., Schirle, M., Sweetman, G., Rick, J., and Kuster, B. (2007). Quantitative mass 
spectrometry in proteomics: a critical review. Anal. Bioanal. Chem. 389, 1017–1031. 
Baugh, J.M., Viktorova, E.G., and Pilipenko, E.V. (2009). Proteasomes Can Degrade a 
Significant Proportion of Cellular Proteins Independent of Ubiquitination. J. Mol. Biol. 386, 
814–827. 
Beausoleil, S.A., Jedrychowski, M., Schwartz, D., Elias, J.E., Villén, J., Li, J., Cohn, M.A., 
Cantley, L.C., and Gygi, S.P. (2004). Large-scale characterization of HeLa cell nuclear 
phosphoproteins. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101, 12130–12135. 
Beharry, Z., Mahajan, S., Zemskova, M., Lin, Y.-W., Tholanikunnel, B.G., Xia, Z., Smith, 
C.D., and Kraft, A.S. (2011). The Pim protein kinases regulate energy metabolism and cell 
growth. Proc. Natl. Acad. Sci. 108, 528–533. 
Bennett, J.M., Catovsky, D., Daniel, M.T., Flandrin, G., Galton, D.A., Gralnick, H.R., and 
Sultan, C. (1976). Proposals for the classification of the acute leukaemias. French-American-
British (FAB) co-operative group. Br. J. Haematol. 33, 451–458. 
Besant, P.G., and Attwood, P.V. (2005). Mammalian histidine kinases. Biochim. Biophys. 
Acta 1754, 281–290. 
Bhattacharya, N., Wang, Z., Davitt, C., McKenzie, I.F., Xing, P., and Magnuson, N.S. (2002). 
Pim-1 associates with protein complexes necessary for mitosis. Chromosoma 111, 80–95. 
Borg, K.E., Zhang, M., Hegge, D., Stephen, R.L., Buckley, D.J., Magnuson, N.S., and 
Buckley, A.R. (1999). Prolactin regulation of pim-1 expression: positive and negative 
promoter elements. Endocrinology 140, 5659–5668. 
Brault, L., Gasser, C., Bracher, F., Huber, K., Knapp, S., and Schwaller, J. (2010). PIM 
serine/threonine kinases in the pathogenesis and therapy of hematologic malignancies and 
solid cancers. Haematologica 95, 1004–1015. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
177 
 
Bullock, A.N. (2005). Structure and Substrate Specificity of the Pim-1 Kinase. J. Biol. Chem. 
280, 41675–41682. 
Bullock, A.N., Debreczeni, J.É., Fedorov, O.Y., Nelson, A., Marsden, B.D., and Knapp, S. 
(2005). Structural basis of inhibitor specificity of the human protooncogene proviral insertion 
site in moloney murine leukemia virus (PIM-1) kinase. J. Med. Chem. 48, 7604–7614. 
Bullock, A.N., Russo, S., Amos, A., Pagano, N., Bregman, H., Debreczeni, J.É., Lee, W.H., 
Delft, F. von, Meggers, E., and Knapp, S. (2009). Crystal Structure of the PIM2 Kinase in 
Complex with an Organoruthenium Inhibitor. PLoS ONE 4, e7112. 
Burnett, A., Wetzler, M., and Löwenberg, B. (2011). Therapeutic advances in acute myeloid 
leukemia. J. Clin. Oncol. Off. J. Am. Soc. Clin. Oncol. 29, 487–494. 
BURNETT, G., and KENNEDY, E.P. (1954). The enzymatic phosphorylation of proteins. J. 
Biol. Chem. 211, 969–980. 
Cafferkey, R., McLaughlin, M.M., Young, P.R., Johnson, R.K., and Livi, G.P. (1994). Yeast 
TOR (DRR) proteins: amino-acid sequence alignment and identification of structural motifs. 
Gene 141, 133–136. 
Carroll, M. (2009). Taking aim at protein translation in AML. Blood 114, 1458–1459. 
Castaigne, S., Chomienne, C., Daniel, M.T., Ballerini, P., Berger, R., Fenaux, P., and Degos, 
L. (1990). All-trans retinoic acid as a differentiation therapy for acute promyelocytic 
leukemia. I. Clinical results. Blood 76, 1704–1709. 
Cervantes-Gomez, F., Chen, L.S., Orlowski, R.Z., and Gandhi, V. (2013). Biological Effects 
of the Pim Kinase Inhibitor, SGI-1776, in Multiple Myeloma. Clin. Lymphoma Myeloma 
Leuk. 13, S317–S329. 
Chapuis, N., Tamburini, J., Green, A.S., Vignon, C., Bardet, V., Neyret, A., Pannetier, M., 
Willems, L., Park, S., Macone, A., et al. (2010). Dual Inhibition of PI3K and mTORC1/2 
Signaling by NVP-BEZ235 as a New Therapeutic Strategy for Acute Myeloid Leukemia. 
Clin. Cancer Res. 16, 5424–5435. 
Chen, W.W. (2005). Pim Family Kinases Enhance Tumor Growth of Prostate Cancer Cells. 
Mol. Cancer Res. 3, 443–451. 
Chen, L.S., Redkar, S., Taverna, P., Cortes, J.E., and Gandhi, V. (2011). Mechanisms of 
cytotoxicity to Pim kinase inhibitor, SGI-1776, in acute myeloid leukemia. Blood 118, 693–
702. 
Chen, X.P., Losman, J.A., Cowan, S., Donahue, E., Fay, S., Vuong, B.Q., Nawijn, M.C., 
Capece, D., Cohan, V.L., and Rothman, P. (2002). Pim serine/threonine kinases regulate the 
stability of Socs-1 protein. Proc. Natl. Acad. Sci. 99, 2175–2180. 
Choudhary, C., Olsen, J.V., Brandts, C., Cox, J., Reddy, P.N.G., Böhmer, F.D., Gerke, V., 
Schmidt-Arras, D.-E., Berdel, W.E., Müller-Tidow, C., et al. (2009). Mislocalized Activation 
of Oncogenic RTKs Switches Downstream Signaling Outcomes. Mol. Cell 36, 326–339. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
178 
 
Cibull, T.L. (2006). Overexpression of Pim-1 during progression of prostatic 
adenocarcinoma. J. Clin. Pathol. 59, 285–288. 
Courtois, G., Vandekerckhove, J., Dussiot, M., Kersual, J., Coulon, S., Belaid, Z., Zermati, 
Y., Ribeil, J.-A., and Hermine, O. (2007). Late erythropoiesis: an aborted death? Hématologie 
13, 400–408. 
Cox, J., Matic, I., Hilger, M., Nagaraj, N., Selbach, M., Olsen, J.V., and Mann, M. (2009). A 
practical guide to the MaxQuant computational platform for SILAC-based quantitative 
proteomics. Nat. Protoc. 4, 698–705. 
Cuypers, H.T., Selten, G., Quint, W., Zijlstra, M., Maandag, E.R., Boelens, W., van 
Wezenbeek, P., Melief, C., and Berns, A. (1984). Murine leukemia virus-induced T-cell 
lymphomagenesis: integration of proviruses in a distinct chromosomal region. Cell 37, 141–
150. 
D’allard, D., Gay, J., Descarpentries, C., Frisan, E., Adam, K., Verdier, F., Floquet, C., 
Dubreuil, P., Lacombe, C., Fontenay, M., et al. (2013). Tyrosine kinase inhibitors induce 
down-regulation of c-Kit by targeting the ATP pocket. PloS One 8, e60961. 
Dautry, F., Weil, D., Yu, J., and Dautry-Varsat, A. (1988). Regulation of pim and myb 
mRNA accumulation by interleukin 2 and interleukin 3 in murine hematopoietic cell lines. J. 
Biol. Chem. 263, 17615–17620. 
Debreczeni, J.E., Bullock, A.N., Atilla, G.E., Williams, D.S., Bregman, H., Knapp, S., and 
Meggers, E. (2006). Ruthenium half-sandwich complexes bound to protein kinase Pim-1. 
Angew. Chem. Int. Ed Engl. 45, 1580–1585. 
Dhanasekaran, S.M., Barrette, T.R., Ghosh, D., Shah, R., Varambally, S., Kurachi, K., Pienta, 
K.J., Rubin, M.A., and Chinnaiyan, A.M. (2001). Delineation of prognostic biomarkers in 
prostate cancer. Nature 412, 822–826. 
Dohner, H., Estey, E.H., Amadori, S., Appelbaum, F.R., Buchner, T., Burnett, A.K., Dombret, 
H., Fenaux, P., Grimwade, D., Larson, R.A., et al. (2009). Diagnosis and management of 
acute myeloid leukemia in adults: recommendations from an international expert panel, on 
behalf of the European LeukemiaNet. Blood 115, 453–474. 
Domen, J., van der Lugt, N.M., Laird, P.W., Saris, C.J., Clarke, A.R., Hooper, M.L., and 
Berns, A. (1993). Impaired interleukin-3 response in Pim-1-deficient bone marrow-derived 
mast cells. Blood 82, 1445–1452. 
Dong, H., Chen, L., Chen, X., Gu, H., Gao, G., Gao, Y., and Dong, B. (2009). Dysregulation 
of unfolded protein response partially underlies proapoptotic activity of bortezomib in 
multiple myeloma cells. Leuk. Lymphoma 50, 974–984. 
Elghazi, L., Balcazar, N., Blandino-Rosano, M., Cras-Méneur, C., Fatrai, S., Gould, A.P., 
Chi, M.M., Moley, K.H., and Bernal-Mizrachi, E. (2010). Decreased IRS signaling impairs 
beta-cell cycle progression and survival in transgenic mice overexpressing S6K in beta-cells. 
Diabetes 59, 2390–2399. 
Endicott, J.A., Noble, M.E.M., and Johnson, L.N. (2012). The structural basis for control of 
eukaryotic protein kinases. Annu. Rev. Biochem. 81, 587–613. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
179 
 
Feldman, J.D. (1998). KID-1, a Protein Kinase Induced by Depolarization in Brain. J. Biol. 
Chem. 273, 16535–16543. 
Foukas, L.C., Berenjeno, I.M., Gray, A., Khwaja, A., and Vanhaesebroeck, B. (2010). 
Activity of any class IA PI3K isoform can sustain cell proliferation and survival. Proc. Natl. 
Acad. Sci. U. S. A. 107, 11381–11386. 
Fox, C.J. (2003). The serine/threonine kinase Pim-2 is a transcriptionally regulated apoptotic 
inhibitor. Genes Dev. 17, 1841–1854. 
Fox, C.J. (2005). The Pim kinases control rapamycin-resistant T cell survival and activation. 
J. Exp. Med. 201, 259–266. 
Frias, M.A., Thoreen, C.C., Jaffe, J.D., Schroder, W., Sculley, T., Carr, S.A., and Sabatini, 
D.M. (2006). mSin1 Is Necessary for Akt/PKB Phosphorylation, and Its Isoforms Define 
Three Distinct mTORC2s. Curr. Biol. 16, 1865–1870. 
Garcia, P.D., Langowski, J.L., Wang, Y., Chen, M.Y., Castillo, J., Fanton, C., Ison, M., 
Zavorotinskaya, T., Dai, Y., Lu, J., et al. (2014). Pan-PIM Kinase Inhibition Provides a Novel 
Therapy for Treating Hematological Cancers. Clin. Cancer Res. 
Gilliland, D.G. (2002). Molecular genetics of human leukemias: new insights into therapy. 
Semin. Hematol. 39, 6–11. 
Gonda, D.K., Bachmair, A., Wünning, I., Tobias, J.W., Lane, W.S., and Varshavsky, A. 
(1989). Universality and structure of the N-end rule. J. Biol. Chem. 264, 16700–16712. 
Grundler, R., Brault, L., Gasser, C., Bullock, A.N., Dechow, T., Woetzel, S., Pogacic, V., 
Villa, A., Ehret, S., Berridge, G., et al. (2009). Dissection of PIM serine/threonine kinases in 
FLT3-ITD-induced leukemogenesis reveals PIM1 as regulator of CXCL12-CXCR4-mediated 
homing and migration. J. Exp. Med. 206, 1957–1970. 
Gu, J.J., Wang, Z., Reeves, R., and Magnuson, N.S. (2009). PIM1 phosphorylates and 
negatively regulates ASK1-mediated apoptosis. Oncogene 28, 4261–4271. 
Guertin, D.A., and Sabatini, D.M. (2007). Defining the Role of mTOR in Cancer. Cancer Cell 
12, 9–22. 
Hammerman, P.S., Fox, C.J., Cinalli, R.M., Xu, A., Wagner, J.D., Lindsten, T., and 
Thompson, C.B. (2004). Lymphocyte transformation by Pim-2 is dependent on nuclear 
factor-κB activation. Cancer Res. 64, 8341–8348. 
Harsha, H.C., Molina, H., and Pandey, A. (2008). Quantitative proteomics using stable 
isotope labeling with amino acids in cell culture. Nat. Protoc. 3, 505–516. 
Holder, S., Zemskova, M., Zhang, C., Tabrizizad, M., Bremer, R., Neidigh, J.W., and Lilly, 
M.B. (2007). Characterization of a potent and selective small-molecule inhibitor of the PIM1 
kinase. Mol. Cancer Ther. 6, 163–172. 
Hoover, D., Friedmann, M., Reeves, R., and Magnuson, N.S. (1991). Recombinant human 
pim-1 protein exhibits serine/threonine kinase activity. J. Biol. Chem. 266, 14018–14023. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
180 
 
Hoover, D.S., Wingett, D.G., Zhang, J., Reeves, R., and Magnuson, N.S. (1997). Pim-1 
protein expression is regulated by its 5’-untranslated region and translation initiation factor 
elF-4E. Cell Growth Differ. 8, 1371. 
Hospital, M.-A., Green, A.S., Lacombe, C., Mayeux, P., Bouscary, D., and Tamburini, J. 
(2012). The FLT3 and Pim kinases inhibitor SGI-1776 preferentially target FLT3-ITD AML 
cells. Blood 119, 1791–1792. 
Hsieh, A.C., Liu, Y., Edlind, M.P., Ingolia, N.T., Janes, M.R., Sher, A., Shi, E.Y., Stumpf, 
C.R., Christensen, C., Bonham, M.J., et al. (2012). The translational landscape of mTOR 
signalling steers cancer initiation and metastasis. Nature 485, 55–61. 
Hu, R.-G., Sheng, J., Qi, X., Xu, Z., Takahashi, T.T., and Varshavsky, A. (2005). The N-end 
rule pathway as a nitric oxide sensor controlling the levels of multiple regulators. Nature 437, 
981–986. 
Hu, Y.-L., Passegué, E., Fong, S., Largman, C., and Lawrence, H.J. (2007). Evidence that the 
Pim1 kinase gene is a direct target of HOXA9. Blood 109, 4732–4738. 
Huang, X., Ding, L., Bennewith, K.L., Tong, R.T., Welford, S.M., Ang, K.K., Story, M., Le, 
Q.-T., and Giaccia, A.J. (2009). Hypoxia-Inducible mir-210 Regulates Normoxic Gene 
Expression Involved in Tumor Initiation. Mol. Cell 35, 856–867. 
Huot, G., Vernier, M., Bourdeau, V., Doucet, L., Saint-Germain, E., Gaumont-Leclerc, M.-F., 
Moro, A., and Ferbeyre, G. (2014). CHES1/FOXN3 regulates cell proliferation by repressing 
PIM2 and protein biosynthesis. Mol. Biol. Cell mbc–E13. 
Hutti, J.E., Jarrell, E.T., Chang, J.D., Abbott, D.W., Storz, P., Toker, A., Cantley, L.C., and 
Turk, B.E. (2004). A rapid method for determining protein kinase phosphorylation specificity. 
Nat. Methods 1, 27–29. 
Huttlin, E.L., Jedrychowski, M.P., Elias, J.E., Goswami, T., Rad, R., Beausoleil, S.A., Villén, 
J., Haas, W., Sowa, M.E., and Gygi, S.P. (2010). A tissue-specific atlas of mouse protein 
phosphorylation and expression. Cell 143, 1174–1189. 
Hwang, C.-S., Shemorry, A., and Varshavsky, A. (2010). N-Terminal Acetylation of Cellular 
Proteins Creates Specific Degradation Signals. Science 327, 973–977. 
Hwang, J., Winkler, L., and Kalejta, R.F. (2011). Ubiquitin-independent proteasomal 
degradation during oncogenic viral infections. Biochim. Biophys. Acta BBA - Rev. Cancer 
1816, 147–157. 
Ishikawa, F., Yoshida, S., Saito, Y., Hijikata, A., Kitamura, H., Tanaka, S., Nakamura, R., 
Tanaka, T., Tomiyama, H., Saito, N., et al. (2007). Chemotherapy-resistant human AML stem 
cells home to and engraft within the bone-marrow endosteal region. Nat. Biotechnol. 25, 
1315–1321. 
Jacobs, M.D. (2005). Pim-1 Ligand-bound Structures Reveal the Mechanism of 
Serine/Threonine Kinase Inhibition by LY294002. J. Biol. Chem. 280, 13728–13734. 
Jariel-Encontre, I., Bossis, G., and Piechaczyk, M. (2008). Ubiquitin-independent degradation 
of proteins by the proteasome. Biochim. Biophys. Acta BBA - Rev. Cancer 1786, 153–177. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
181 
 
Johnson, L.N., and Lewis, R.J. (2001). Structural basis for control by phosphorylation. Chem. 
Rev. 101, 2209–2242. 
Jöhrer, K., Obkircher, M., Neureiter, D., Parteli, J., Zelle-Rieser, C., Maizner, E., Kern, J., 
Hermann, M., Hamacher, F., Merkel, O., et al. (2011). Antimyeloma activity of the 
sesquiterpene lactone cnicin: impact on Pim-2 kinase as a novel therapeutic target. J. Mol. 
Med. 90, 681–693. 
Kakizuka, A., Miller, W.H., Jr, Umesono, K., Warrell, R.P., Jr, Frankel, S.R., Murty, V.V., 
Dmitrovsky, E., and Evans, R.M. (1991). Chromosomal translocation t(15;17) in human acute 
promyelocytic leukemia fuses RAR alpha with a novel putative transcription factor, PML. 
Cell 66, 663–674. 
Kapelko-Słowik, K., Urbaniak-Kujda, D., Wołowiec, D., Jaźwiec, B., Dybko, J., Jakubaszko, 
J., Słowik, M., and Kuliczkowski, K. (β01γ). Expression of PIM-2 and NF-κB genes is 
increased in patients with acute myeloid leukemia (AML) and acute lymphoblastic leukemia 
(ALL) and is associated with complete remission rate and overall survival. Postȩpy Hig. Med. 
Dośw. Online 67, 553–559. 
Kasahara, K., Goto, H., Izawa, I., Kiyono, T., Watanabe, N., Elowe, S., Nigg, E.A., and 
Inagaki, M. (2013). PI 3-kinase-dependent phosphorylation of Plk1–Ser99 promotes 
association with 14-3-3Ȗ and is required for metaphase–anaphase transition. Nat. Commun. 4. 
Katiyar, S., Liu, E., Knutzen, C.A., Lang, E.S., Lombardo, C.R., Sankar, S., Toth, J.I., 
Petroski, M.D., Ronai, Z., and Chiang, G.G. (2009). REDD1, an inhibitor of mTOR 
signalling, is regulated by the CUL4A-DDB1 ubiquitin ligase. EMBO Rep. 10, 866–872. 
Keeton, E.K., McEachern, K., Dillman, K.S., Palakurthi, S., Cao, Y., Grondine, M.R., Kaur, 
S., Wang, S., Chen, Y., Wu, A., et al. (2013). AZD1208, a potent and selective pan-Pim 
kinase inhibitor, demonstrates efficacy in preclinical models of acute myeloid leukemia. 
Blood 123, 905–913. 
Kettenbach, A.N., and Gerber, S.A. (2011). Rapid and reproducible single-stage 
phosphopeptide enrichment of complex peptide mixtures: application to general and 
phosphotyrosine-specific phosphoproteomics experiments. Anal. Chem. 83, 7635–7644. 
Kim, D.-H., Sarbassov, D.D., Ali, S.M., King, J.E., Latek, R.R., Erdjument-Bromage, H., 
Tempst, P., and Sabatini, D.M. (2002). mTOR interacts with raptor to form a nutrient-
sensitive complex that signals to the cell growth machinery. Cell 110, 163–175. 
Kim, D.-H., Sarbassov, D.D., Ali, S.M., Latek, R.R., Guntur, K.V., Erdjument-Bromage, H., 
Tempst, P., and Sabatini, D.M. (2003). GȕL, a positive regulator of the rapamycin-sensitive 
pathway required for the nutrient-sensitive interaction between raptor and mTOR. Mol. Cell 
11, 895–904. 
Kim, H.K., Kim, C.W., Vo, M.-T., Lee, H.H., Lee, J.Y., Yoon, N.A., Lee, C.Y., Moon, C.H., 
Min, Y.J., Park, J.W., et al. (2012). Expression of proviral integration site for Moloney 
murine leukemia virus 1 (Pim-1) is post-transcriptionally regulated by tristetraprolin in cancer 
cells. J. Biol. Chem. 287, 28770–28778. 
Kim, H.-K., Kim, R.-R., Oh, J.-H., Cho, H., Varshavsky, A., and Hwang, C.-S. (2013). The 
N-Terminal Methionine of Cellular Proteins as a Degradation Signal. Cell. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
182 
 
Kim, H.-R., Oh, B.-C., Choi, J.-K., and Bae, S.-C. (2008). Pim-1 kinase phosphorylates and 
stabilizes RUNX3 and alters its subcellular localization. J. Cell. Biochem. 105, 1048–1058. 
Koike, N., Maita, H., Taira, T., Ariga, H., and Iguchi-Ariga, S.M. (2000). Identification of 
heterochromatin protein 1 (HP1) as a phosphorylation target by Pim-1 kinase and the effect of 
phosphorylation on the transcriptional repression function of HP1(1). FEBS Lett. 467, 17–21. 
Konietzko, U., Kauselmann, G., Scafidi, J., Staubli, U., Mikkers, H., Berns, A., Schweizer, 
M., Waltereit, R., and Kuhl, D. (1999). Pim kinase expression is induced by LTP stimulation 
and required for the consolidation of enduring LTP. EMBO J. 18, 3359–3369. 
Kosmider, O., Denis, N., Lacout, C., Vainchenker, W., Dubreuil, P., and Moreau-Gachelin, F. 
(2005). Kit-activating mutations cooperate with Spi-1/PU.1 overexpression to promote 
tumorigenic progression during erythroleukemia in mice. Cancer Cell 8, 467–478. 
KREBS, E.G., and FISCHER, E.H. (1956). The phosphorylase b to a converting enzyme of 
rabbit skeletal muscle. Biochim. Biophys. Acta 20, 150–157. 
Kweon, H.K., and Håkansson, K. (2006). Selective zirconium dioxide-based enrichment of 
phosphorylated peptides for mass spectrometric analysis. Anal. Chem. 78, 1743–1749. 
Laplante, M., and Sabatini, D.M. (2012). mTOR Signaling in Growth Control and Disease. 
Cell 149, 274–293. 
Larsen, M.R., Thingholm, T.E., Jensen, O.N., Roepstorff, P., and Jørgensen, T.J.D. (2005). 
Highly selective enrichment of phosphorylated peptides from peptide mixtures using titanium 
dioxide microcolumns. Mol. Cell. Proteomics MCP 4, 873–886. 
Levene, P.A., and Alsberg, C.L. (1906). The Cleavage Products of Vitellin. J. Biol. Chem. 2, 
127–133. 
Leverson, J.D., Koskinen, P.J., Orrico, F.C., Rainio, E.M., Jalkanen, K.J., Dash, A.B., 
Eisenman, R.N., and Ness, S.A. (1998). Pim-1 kinase and p100 cooperate to enhance c-Myb 
activity. Mol. Cell 2, 417–425. 
Levy, D., Davidovich, A., Zirkin, S., Frug, Y., Cohen, A.M., Shalom, S., and Don, J. (2012). 
Activation of Cell Cycle Arrest and Apoptosis by the Proto-Oncogene Pim-2. PLoS ONE 7, 
e34736. 
Li, H., Wang, Y., and Liu, X. (2008). Plk1-dependent Phosphorylation Regulates Functions of 
DNA Topoisomerase II in Cell Cycle Progression. J. Biol. Chem. 283, 6209–6221. 
Liang, H., Hittelman, W., and Nagarajan, L. (1996). Ubiquitous expression and cell cycle 
regulation of the protein kinase PIM-1. Arch. Biochem. Biophys. 330, 259–265. 
Lin, Y.-W., Beharry, Z.M., Hill, E.G., Song, J.H., Wang, W., Xia, Z., Zhang, Z., Aplan, P.D., 
Aster, J.C., Smith, C.D., et al. (2010). A small molecule inhibitor of Pim protein kinases 
blocks the growth of precursor T-cell lymphoblastic leukemia/lymphoma. Blood 115, 824–
833. 
Lindberg, R.A., Quinn, A.M., and Hunter, T. (1992). Dual-specificity protein kinases: will 
any hydroxyl do? Trends Biochem. Sci. 17, 114–119. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
183 
 
Linn, D.E., Yang, X., Xie, Y., Alfano, A., Deshmukh, D., Wang, X., Shimelis, H., Chen, H., 
Li, W., Xu, K., et al. (2012). Differential regulation of androgen receptor by PIM-1 kinases 
via phosphorylation-dependent recruitment of distinct ubiquitin E3 ligases. J. Biol. Chem. 
287, 22959–22968. 
Lipmann, F.A., and Levene, P.A. (1932). Serinephosphoric Acid Obtained on Hydrolysis of 
Vitellinic Acid. J. Biol. Chem. 98, 109–114. 
Liu, S., and Leach, S.D. (2011). Zebrafish models for cancer. Annu. Rev. Pathol. 6, 71–93. 
Van Lohuizen, M., Verbeek, S., Krimpenfort, P., Domen, J., Saris, C., Radaszkiewicz, T., and 
Berns, A. (1989). Predisposition to lymphomagenesis in pim-1 transgenic mice: cooperation 
with c-myc and N-myc in murine leukemia virus-induced tumors. Cell 56, 673–682. 
Losman, J.A. (2002). Protein Phosphatase 2A Regulates the Stability of Pim Protein Kinases. 
J. Biol. Chem. 278, 4800–4805. 
Lu, J., Zavorotinskaya, T., Dai, Y., Niu, X.-H., Castillo, J., Sim, J., Yu, J., Wang, Y., 
Langowski, J.L., Holash, J., et al. (2013). Pim2 is required for maintaining multiple myeloma 
cell growth through modulating TSC2 phosphorylation. Blood 122, 1610–1620. 
Ma, J., Arnold, H.K., Lilly, M.B., Sears, R.C., and Kraft, A.S. (2007). Negative regulation of 
Pim-1 protein kinase levels by the B56ȕ subunit of PP2A. Oncogene 26, 5145–5153. 
Macdonald, A., Campbell, D.G., Toth, R., McLauchlan, H., Hastie, C.J., and Arthur, J.S.C. 
(2006). Pim kinases phosphorylate multiple sites on Bad and promote 14-3-3 binding and 
dissociation from Bcl-XL. BMC Cell Biol. 7, 1. 
Mahat, D.B., Brennan-Laun, S.E., Fialcowitz-White, E.J., Kishor, A., Ross, C.R., 
Pozharskaya, T., Rawn, J.D., Blackshear, P.J., Hassel, B.A., and Wilson, G.M. (2012). 
Coordinated expression of tristetraprolin post-transcriptionally attenuates mitogenic induction 
of the oncogenic Ser/Thr kinase Pim-1. PloS One 7, e33194. 
Maita, H., Harada, Y., Nagakubo, D., Kitaura, H., Ikeda, M., Tamai, K., Takahashi, K., Ariga, 
H., and Iguchi-Ariga, S.M. (2000). PAP-1, a novel target protein of phosphorylation by pim-1 
kinase. Eur. J. Biochem. FEBS 267, 5168–5178. 
Manning, G., Whyte, D.B., Martinez, R., Hunter, T., and Sudarsanam, S. (2002). The protein 
kinase complement of the human genome. Science 298, 1912–1934. 
Martelli, A.M., Tazzari, P.L., Evangelisti, C., Chiarini, F., Blalock, W.L., Billi, A.M., 
Manzoli, L., McCubrey, J.A., and Cocco, L. (2007). Targeting the phosphatidylinositol 3-
kinase/Akt/mammalian target of rapamycin module for acute myelogenous leukemia therapy: 
from bench to bedside. Curr. Med. Chem. 14, 2009–2023. 
McKenna, R.W. (2000). Multifaceted approach to the diagnosis and classification of acute 
leukemias. Clin. Chem. 46, 1252–1259. 
McNulty, D.E., and Annan, R.S. (2008). Hydrophilic interaction chromatography reduces the 
complexity of the phosphoproteome and improves global phosphopeptide isolation and 
detection. Mol. Cell. Proteomics MCP 7, 971–980. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
184 
 
Meeker, T.C., Loeb, J., Ayres, M., and Sellers, W. (1990). The human Pim-1 gene is 
selectively transcribed in different hemato-lymphoid cell lines in spite of a G + C-rich 
housekeeping promoter. Mol. Cell. Biol. 10, 1680–1688. 
Van der Meer, R., Song, H.Y., Park, S.-H., Abdulkadir, S.A., and Roh, M. (2014). RNAi 
screen identifies a synthetic lethal interaction between PIM1 overexpression and PLK1 
inhibition. Clin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer Res. 
Mellacheruvu, D., Wright, Z., Couzens, A.L., Lambert, J.-P., St-Denis, N.A., Li, T., Miteva, 
Y.V., Hauri, S., Sardiu, M.E., Low, T.Y., et al. (2013). The CRAPome: a contaminant 
repository for affinity purification-mass spectrometry data. Nat. Methods 10, 730–736. 
Mikkers, H., Nawijn, M., Allen, J., Brouwers, C., Verhoeven, E., Jonkers, J., and Berns, A. 
(2004). Mice Deficient for All PIM Kinases Display Reduced Body Size and Impaired 
Responses to Hematopoietic Growth Factors. Mol. Cell. Biol. 24, 6104–6115. 
Miura, O., Miura, Y., Nakamura, N., Quelle, F.W., Witthuhn, B.A., Ihle, J.N., and Aoki, N. 
(1994). Induction of tyrosine phosphorylation of Vav and expression of Pim-1 correlates with 
Jak2-mediated growth signaling from the erythropoietin receptor. Blood 84, 4135–4141. 
Mizuki, M., Schwable, J., Steur, C., Choudhary, C., Agrawal, S., Sargin, B., Steffen, B., 
Matsumura, I., Kanakura, Y., Böhmer, F.D., et al. (2003). Suppression of myeloid 
transcription factors and induction of STAT response genes by AML-specific Flt3 mutations. 
Blood 101, 3164–3173. 
Mizuno, K., Shirogane, T., Shinohara, A., Iwamatsu, A., Hibi, M., and Hirano, T. (2001). 
Regulation of Pim-1 by Hsp90. Biochem. Biophys. Res. Commun. 281, 663–669. 
Mochizuki, T., Kitanaka, C., Noguchi, K., Muramatsu, T., Asai, A., and Kuchino, Y. (1999). 
Physical and functional interactions between Pim-1 kinase and Cdc25A phosphatase. 
Implications for the Pim-1-mediated activation of the c-Myc signaling pathway. J. Biol. 
Chem. 274, 18659–18666. 
Morishita, D., Katayama, R., Sekimizu, K., Tsuruo, T., and Fujita, N. (2008). Pim Kinases 
Promote Cell Cycle Progression by Phosphorylating and Down-regulating p27Kip1 at the 
Transcriptional and Posttranscriptional Levels. Cancer Res. 68, 5076–5085. 
Moritz, A., Li, Y., Guo, A., Villen, J., Wang, Y., MacNeill, J., Kornhauser, J., Sprott, K., 
Zhou, J., and Possemato, A. (2010). Akt-RSK-S6 kinase signaling networks activated by 
oncogenic receptor tyrosine kinases. Sci. Signal. 3, ra64. 
Murati, A., Brecqueville, M., Devillier, R., Mozziconacci, M.-J., Gelsi-Boyer, V., and 
Birnbaum, D. (2012). Myeloid malignancies: mutations, models and management. BMC 
Cancer 12, 304. 
Nasser, M.W., Datta, J., Nuovo, G., Kutay, H., Motiwala, T., Majumder, S., Wang, B., Suster, 
S., Jacob, S.T., and Ghoshal, K. (2008). Down-regulation of Micro-RNA-1 (miR-1) in Lung 
Cancer: SUPPRESSION OF TUMORIGENIC PROPERTY OF LUNG CANCER CELLS 
AND THEIR SENSITIZATION TO DOXORUBICIN-INDUCED APOPTOSIS BY miR-1. 
J. Biol. Chem. 283, 33394–33405. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
185 
 
Natarajan, K., Xie, Y., Burcu, M., Linn, D.E., Qiu, Y., and Baer, M.R. (2013). Pim-1 kinase 
phosphorylates and stabilizes 130 kDa FLT3 and promotes aberrant STAT5 signaling in acute 
myeloid leukemia with FLT3 internal tandem duplication. PloS One 8, e74653. 
Nawijn, M.C., Alendar, A., and Berns, A. (2010). For better or for worse: the role of Pim 
oncogenes in tumorigenesis. Nat. Rev. Cancer 11, 23–34. 
Neame, P.B., Soamboonsrup, P., Browman, G.P., Meyer, R.M., Benger, A., Wilson, W.E., 
Walker, I.R., Saeed, N., and McBride, J.A. (1986). Classifying acute leukemia by 
immunophenotyping: a combined FAB-immunologic classification of AML. Blood 68, 1355–
1362. 
Nencioni, A., Grünebach, F., Patrone, F., Ballestrero, A., and Brossart, P. (2006). Proteasome 
inhibitors: antitumor effects and beyond. Leukemia 21, 30–36. 
Nigorikawa, K., Hazeki, K., Kumazawa, T., Itoh, Y., Hoshi, M., and Hazeki, O. (2012). 
Class-IA phosphoinositide 3-kinase p110ȕ Triggers GPCR-induced superoxide production in 
p110Ȗ-deficient murine neutrophils. J. Pharmacol. Sci. 120, 270–279. 
Nihira, K., Ando, Y., Yamaguchi, T., Kagami, Y., Miki, Y., and Yoshida, K. (2010). Pim-1 
controls NF-kappaB signalling by stabilizing RelA/p65. Cell Death Differ. 17, 689–698. 
Olsen, J.V., and Mann, M. (2004). Improved peptide identification in proteomics by two 
consecutive stages of mass spectrometric fragmentation. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101, 
13417–13422. 
Olsen, J.V., Schwartz, J.C., Griep-Raming, J., Nielsen, M.L., Damoc, E., Denisov, E., Lange, 
O., Remes, P., Taylor, D., Splendore, M., et al. (2009). A dual pressure linear ion trap 
Orbitrap instrument with very high sequencing speed. Mol. Cell. Proteomics MCP 8, 2759–
2769. 
Olsen, J.V., Vermeulen, M., Santamaria, A., Kumar, C., Miller, M.L., Jensen, L.J., Gnad, F., 
Cox, J., Jensen, T.S., Nigg, E.A., et al. (2010). Quantitative Phosphoproteomics Reveals 
Widespread Full Phosphorylation Site Occupancy During Mitosis. Sci. Signal. 3, ra3–ra3. 
Ong, S.-E., and Mann, M. (2007). A practical recipe for stable isotope labeling by amino 
acids in cell culture (SILAC). Nat. Protoc. 1, 2650–2660. 
Park, S., Chapuis, N., Bardet, V., Tamburini, J., Gallay, N., Willems, L., Knight, Z.A., 
Shokat, K.M., Azar, N., Viguié, F., et al. (2008). PI-103, a dual inhibitor of Class IA 
phosphatidylinositide 3-kinase and mTOR, has antileukemic activity in AML. Leukemia 22, 
1698–1706. 
Park, S., Chapuis, N., Tamburini, J., Bardet, V., Cornillet-Lefebvre, P., Willems, L., Green, 
A., Mayeux, P., Lacombe, C., and Bouscary, D. (2009). Role of the PI3K/AKT and mTOR 
signaling pathways in acute myeloid leukemia. Haematologica 95, 819–828. 
Patel, J.P., Gönen, M., Figueroa, M.E., Fernandez, H., Sun, Z., Racevskis, J., Van 
Vlierberghe, P., Dolgalev, I., Thomas, S., Aminova, O., et al. (2012). Prognostic relevance of 
integrated genetic profiling in acute myeloid leukemia. N. Engl. J. Med. 366, 1079–1089. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
186 
 
Pearce, L.R., Sommer, E.M., Sakamoto, K., Wullschleger, S., and Alessi, D.R. (2011). Protor-
1 is required for efficient mTORC2-mediated activation of SGK1 in the kidney. Biochem. J. 
436, 169–179. 
Peled, A., and Tavor, S. (2013). Role of CXCR4 in the pathogenesis of acute myeloid 
leukemia. Theranostics 3, 34–39. 
Bar-Peled, L., Schweitzer, L.D., Zoncu, R., and Sabatini, D.M. (2012). Ragulator is a GEF for 
the rag GTPases that signal amino acid levels to mTORC1. Cell 150, 1196–1208. 
Bar-Peled, L., Chantranupong, L., Cherniack, A.D., Chen, W.W., Ottina, K.A., Grabiner, 
B.C., Spear, E.D., Carter, S.L., Meyerson, M., and Sabatini, D.M. (2013). A Tumor 
suppressor complex with GAP activity for the Rag GTPases that signal amino acid 
sufficiency to mTORC1. Science 340, 1100–1106. 
Peña, M.M.O., Xing, Y.Y., Koli, S., and Berger, F.G. (2006). Role of N-terminal residues in 
the ubiquitin-independent degradation of human thymidylate synthase. Biochem. J. 394, 355–
363. 
Pende, M., Um, S.H., Mieulet, V., Sticker, M., Goss, V.L., Mestan, J., Mueller, M., 
Fumagalli, S., Kozma, S.C., and Thomas, G. (2004). S6K1(-/-)/S6K2(-/-) mice exhibit 
perinatal lethality and rapamycin-sensitive 5’-terminal oligopyrimidine mRNA translation and 
reveal a mitogen-activated protein kinase-dependent S6 kinase pathway. Mol. Cell. Biol. 24, 
3112–3124. 
Peng, C., Knebel, A., Morrice, N.A., Li, X., Barringer, K., Li, J., Jakes, S., Werneburg, B., 
and Wang, L. (2006). Pim Kinase Substrate Identification and Specificity. J. Biochem. 
(Tokyo) 141, 353–362. 
Pinna, L.A. (β00γ). The raison d’être of constitutively active protein kinases: the lesson of 
CK2. Acc. Chem. Res. 36, 378–384. 
Posewitz, M.C., and Tempst, P. (1999). Immobilized gallium(III) affinity chromatography of 
phosphopeptides. Anal. Chem. 71, 2883–2892. 
Puc, J., Keniry, M., Li, H.S., Pandita, T.K., Choudhury, A.D., Memeo, L., Mansukhani, M., 
Murty, V.V.V.S., Gaciong, Z., Meek, S.E.M., et al. (2005). Lack of PTEN sequesters CHK1 
and initiates genetic instability. Cancer Cell 7, 193–204. 
Qian, K.C., Wang, L., Hickey, E.R., Studts, J., Barringer, K., Peng, C., Kronkaitis, A., Li, J., 
White, A., Mische, S., et al. (2005). Structural basis of constitutive activity and a unique 
nucleotide binding mode of human Pim-1 kinase. J. Biol. Chem. 280, 6130–6137. 
Quignon, F., Chen, Z., and de Thé, H. (1997). Retinoic acid and arsenic: towards oncogene-
targeted treatments of acute promyelocytic leukaemia. Biochim. Biophys. Acta 1333, M53–
61. 
Quintana, E., Shackleton, M., Sabel, M.S., Fullen, D.R., Johnson, T.M., and Morrison, S.J. 
(2008). Efficient tumour formation by single human melanoma cells. Nature 456, 593–598. 
Rainio, E.-M., Sandholm, J., and Koskinen, P.J. (2002). Cutting edge: Transcriptional activity 
of NFATc1 is enhanced by the Pim-1 kinase. J. Immunol. Baltim. Md 1950 168, 1524–1527. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
187 
 
Rakshambikai, R., Srinivasan, N., and Gadkari, R.A. (2014). REPERTOIRE OF PROTEIN 
KINASES ENCODED IN THE GENOME OF ZEBRAFISH SHOWS REMARKABLY 
LARGE POPULATION OF PIM KINASES. J. Bioinform. Comput. Biol. 12, 1350014. 
Rechsteiner, M., and Hill, C.P. (2005). Mobilizing the proteolytic machine: cell biological 
roles of proteasome activators and inhibitors. Trends Cell Biol. 15, 27–33. 
Reiser-Erkan, C., Erkan, M., Pan, Z., Bekasi, S., Giese, N.A., Streit, S., Michalski, C.W., 
Friess, H., and Kleeff, J. (2008). Hypoxia-inducible proto-oncogene Pim-1 is a prognostic 
marker in pancreatic ductal adenocarcinoma. Cancer Biol. Ther. 7, 1352–1359. 
Ren, K., Zhang, W., Shi, Y., and Gong, J. (2010). Pim-2 activates API-5 to inhibit the 
apoptosis of hepatocellular carcinoma cells through NF-kappaB pathway. Pathol. Oncol. Res. 
POR 16, 229–237. 
Renner, A.G., Dos Santos, C., Recher, C., Bailly, C., Creancier, L., Kruczynski, A., Payrastre, 
B., and Manenti, S. (2009). Polo-like kinase 1 is overexpressed in acute myeloid leukemia 
and its inhibition preferentially targets the proliferation of leukemic cells. Blood 114, 659–
662. 
Renner, A.G., Créancier, L., Dos Santos, C., Fialin, C., Recher, C., Bailly, C., Kruczynski, A., 
Payrastre, B., and Manenti, S. (2010). A functional link between polo-like kinase 1 and the 
mammalian target-of-rapamycin pathway? Cell Cycle 9, 1690–1696. 
Renneville, A., Roumier, C., Biggio, V., Nibourel, O., Boissel, N., Fenaux, P., and 
Preudhomme, C. (2008). Cooperating gene mutations in acute myeloid leukemia: a review of 
the literature. Leukemia 22, 915–931. 
Rice, K.L., and de Thé, H. (2014). The Acute Promyelotic Leukemia (APL) success story: 
Curing leukemia through targeted therapies. J. Intern. Med. 
Robitaille, A.M., Christen, S., Shimobayashi, M., Cornu, M., Fava, L.L., Moes, S., 
Prescianotto-Baschong, C., Sauer, U., Jenoe, P., and Hall, M.N. (2013). Quantitative 
phosphoproteomics reveal mTORC1 activates de novo pyrimidine synthesis. Science 339, 
1320–1323. 
Ross, H., Armstrong, C.G., and Cohen, P. (2002). A non-radioactive method for the assay of 
many serine/threonine-specific protein kinases. Biochem. J. 366, 977–981. 
Rush, J., Moritz, A., Lee, K.A., Guo, A., Goss, V.L., Spek, E.J., Zhang, H., Zha, X.-M., 
Polakiewicz, R.D., and Comb, M.J. (2005). Immunoaffinity profiling of tyrosine 
phosphorylation in cancer cells. Nat. Biotechnol. 23, 94–101. 
Ben-Sahra, I., Howell, J.J., Asara, J.M., and Manning, B.D. (2013). Stimulation of de novo 
pyrimidine synthesis by growth signaling through mTOR and S6K1. Science 339, 1323–1328. 
Sancak, Y., Thoreen, C.C., Peterson, T.R., Lindquist, R.A., Kang, S.A., Spooner, E., Carr, 
S.A., and Sabatini, D.M. (2007). PRAS40 is an insulin-regulated inhibitor of the mTORC1 
protein kinase. Mol. Cell 25, 903–915. 
Santoni, M., Pantano, F., Amantini, C., Nabissi, M., Conti, A., Burattini, L., Zoccoli, A., 
Berardi, R., Santoni, G., and Tonini, G. (2014). Emerging strategies to overcome the 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
188 
 
resistance to current mTOR inhibitors in renal cell carcinoma. Biochim. Biophys. Acta BBA-
Rev. Cancer. 
Sarbassov, D.D., Ali, S.M., Kim, D.-H., Guertin, D.A., Latek, R.R., Erdjument-Bromage, H., 
Tempst, P., and Sabatini, D.M. (2004). Rictor, a novel binding partner of mTOR, defines a 
rapamycin-insensitive and raptor-independent pathway that regulates the cytoskeleton. Curr. 
Biol. 14, 1296–1302. 
Saris, C.J., Domen, J., and Berns, A. (1991). The pim-1 oncogene encodes two related 
protein-serine/threonine kinases by alternative initiation at AUG and CUG. EMBO J. 10, 655. 
Schmidt-Arras, D., Böhmer, S.-A., Koch, S., Müller, J.P., Blei, L., Cornils, H., Bauer, R., 
Korasikha, S., Thiede, C., and Böhmer, F.-D. (2009). Anchoring of FLT3 in the endoplasmic 
reticulum alters signaling quality. Blood 113, 3568–3576. 
Schroeder, M.J., Shabanowitz, J., Schwartz, J.C., Hunt, D.F., and Coon, J.J. (2004). A neutral 
loss activation method for improved phosphopeptide sequence analysis by quadrupole ion 
trap mass spectrometry. Anal. Chem. 76, 3590–3598. 
Shay, K.P., Wang, Z., Xing, P., McKenzie, I.F., and Magnuson, N.S. (2005). Pim-1 kinase 
stability is regulated by heat shock proteins and the ubiquitin-proteasome pathway. Mol. 
Cancer Res. 3, 170–181. 
Shemorry, A., Hwang, C.-S., and Varshavsky, A. (2013). Control of protein quality and 
stoichiometries by N-terminal acetylation and the N-end rule pathway. Mol. Cell 50, 540–
551. 
Shima, H., Pende, M., Chen, Y., Fumagalli, S., Thomas, G., and Kozma, S.C. (1998). 
Disruption of the p70(s6k)/p85(s6k) gene reveals a small mouse phenotype and a new 
functional S6 kinase. EMBO J. 17, 6649–6659. 
Singh Gautam, A.K., Balakrishnan, S., and Venkatraman, P. (2012). Direct Ubiquitin 
Independent Recognition and Degradation of a Folded Protein by the Eukaryotic 
Proteasomes-Origin of Intrinsic Degradation Signals. PLoS ONE 7, e34864. 
Siu, A., Virtanen, C., and Jongstra, J. (2011). PIM kinase isoform specific regulation of MIG6 
expression and EGFR signaling in prostate cancer cells. Oncotarget 2, 1134–1144. 
Soucy, T.A., Smith, P.G., and Rolfe, M. (2009). Targeting NEDD8-activated cullin-RING 
ligases for the treatment of cancer. Clin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer Res. 15, 
3912–3916. 
Sujobert, P., Bardet, V., Cornillet-Lefebvre, P., Hayflick, J.S., Prie, N., Verdier, F., 
Vanhaesebroeck, B., Muller, O., Pesce, F., Ifrah, N., et al. (2005). Essential role for the 
p110delta isoform in phosphoinositide 3-kinase activation and cell proliferation in acute 
myeloid leukemia. Blood 106, 1063–1066. 
SUTHERLAND, E.W., and CORI, C.F. (1951). Effect of hyperglycemic-glycogenolytic 
factor and epinephrine on liver phosphorylase. J. Biol. Chem. 188, 531–543. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
189 
 
Takaoka, M., Saito, H., Takenaka, K., Miki, Y., and Nakanishi, A. (2014). BRCA2 
phosphorylated by PLK1 moves to the midbody to regulate cytokinesis mediated by 
nonmuscle myosin IIC. Cancer Res. 74, 1518–1528. 
Tamburini, J., Green, A.S., Bardet, V., Chapuis, N., Park, S., Willems, L., Uzunov, M., Ifrah, 
N., Dreyfus, F., Lacombe, C., et al. (2009a). Protein synthesis is resistant to rapamycin and 
constitutes a promising therapeutic target in acute myeloid leukemia. Blood 114, 1618–1627. 
Tamburini, J., Green, A.S., Chapuis, N., Bardet, V., Lacombe, C., Mayeux, P., and Bouscary, 
D. (2009b). Targeting translation in acute myeloid leukemia: a new paradigm for therapy? 
Cell Cycle 8, 3893–3899. 
Taussig, D.C., Miraki-Moud, F., Anjos-Afonso, F., Pearce, D.J., Allen, K., Ridler, C., 
Lillington, D., Oakervee, H., Cavenagh, J., Agrawal, S.G., et al. (2008). Anti-CD38 antibody-
mediated clearance of human repopulating cells masks the heterogeneity of leukemia-
initiating cells. Blood 112, 568–575. 
Taussig, D.C., Vargaftig, J., Miraki-Moud, F., Griessinger, E., Sharrock, K., Luke, T., 
Lillington, D., Oakervee, H., Cavenagh, J., Agrawal, S.G., et al. (2010). Leukemia-initiating 
cells from some acute myeloid leukemia patients with mutated nucleophosmin reside in the 
CD34(-) fraction. Blood 115, 1976–1984. 
Tee, A.R., Manning, B.D., Roux, P.P., Cantley, L.C., and Blenis, J. (2003). Tuberous 
sclerosis complex gene products, Tuberin and Hamartin, control mTOR signaling by acting as 
a GTPase-activating protein complex toward Rheb. Curr. Biol. CB 13, 1259–1268. 
The Cancer Genome Atlas Research Network (2013). Genomic and Epigenomic Landscapes 
of Adult De Novo Acute Myeloid Leukemia. N. Engl. J. Med. 368, 2059–2074. 
Thomas, M., Lange-Grünweller, K., Weirauch, U., Gutsch, D., Aigner, A., Grünweller, A., 
and Hartmann, R.K. (2011). The proto-oncogene Pim-1 is a target of miR-33a. Oncogene 31, 
918–928. 
Thomason, P., and Kay, R. (2000). Eukaryotic signal transduction via histidine-aspartate 
phosphorelay. J. Cell Sci. 113 ( Pt 18), 3141–3150. 
Thoreen, C.C., Chantranupong, L., Keys, H.R., Wang, T., Gray, N.S., and Sabatini, D.M. 
(2012). A unifying model for mTORC1-mediated regulation of mRNA translation. Nature 
485, 109–113. 
Thorsteinsdottir, U., Mamo, A., Kroon, E., Jerome, L., Bijl, J., Lawrence, H.J., Humphries, 
K., and Sauvageau, G. (2002). Overexpression of the myeloid leukemia-associated Hoxa9 
gene in bone marrow cells induces stem cell expansion. Blood 99, 121–129. 
Tong, Y., Stewart, K.D., Thomas, S., Przytulinska, M., Johnson, E.F., Klinghofer, V., 
Leverson, J., McCall, O., Soni, N.B., Luo, Y., et al. (2008). Isoxazolo[3,4-b]quinoline-
3,4(1H,9H)-diones as unique, potent and selective inhibitors for Pim-1 and Pim-2 kinases: 
chemistry, biological activities, and molecular modeling. Bioorg. Med. Chem. Lett. 18, 5206–
5208. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
190 
 
Tsvetkov, P., Asher, G., Paz, A., Reuven, N., Sussman, J.L., Silman, I., and Shaul, Y. (2008). 
Operational definition of intrinsically unstructured protein sequences based on susceptibility 
to the 20S proteasome. Proteins 70, 1357–1366. 
Tsvetkov, P., Reuven, N., Prives, C., and Shaul, Y. (2009). Susceptibility of p53 unstructured 
N terminus to 20 S proteasomal degradation programs the stress response. J. Biol. Chem. 284, 
26234–26242. 
Turowec, J.P., Duncan, J.S., French, A.C., Gyenis, L., St Denis, N.A., Vilk, G., and 
Litchfield, D.W. (2010). Protein kinase CK2 is a constitutively active enzyme that promotes 
cell survival: strategies to identify CK2 substrates and manipulate its activity in mammalian 
cells. Methods Enzymol. 484, 471–493. 
Vanhaesebroeck, B., Ali, K., Bilancio, A., Geering, B., and Foukas, L.C. (2005). Signalling 
by PI3K isoforms: insights from gene-targeted mice. Trends Biochem. Sci. 30, 194–204. 
Vardiman, J.W. (2010). The World Health Organization (WHO) classification of tumors of 
the hematopoietic and lymphoid tissues: an overview with emphasis on the myeloid 
neoplasms. Chem. Biol. Interact. 184, 16–20. 
Verbeek, S., Van Lohuizen, M., Van der Valk, M., Domen, J., Kraal, G., and Berns, A. 
(1991). Mice bearing the E mu-myc and E mu-pim-1 transgenes develop pre-B-cell leukemia 
prenatally. Mol. Cell. Biol. 11, 1176–1179. 
Vlacich, G., Nawijn, M.C., Webb, G.C., and Steiner, D.F. (2010). Pim3 negatively regulates 
glucose-stimulated insulin secretion. Islets 2, 308–317. 
Walrafen, P., Verdier, F., Kadri, Z., Chrétien, S., Lacombe, C., and Mayeux, P. (2005). Both 
proteasomes and lysosomes degrade the activated erythropoietin receptor. Blood 105, 600–
608. 
Wang, J., Anderson, P.D., Luo, W., Gius, D., Roh, M., and Abdulkadir, S.A. (2012). Pim1 
kinase is required to maintain tumorigenicity in MYC-expressing prostate cancer cells. 
Oncogene 31, 1794–1803. 
Wang, X., Magnuson, S., Pastor, R., Fan, E., Hu, H., Tsui, V., Deng, W., Murray, J., Steffek, 
M., Wallweber, H., et al. (2013). Discovery of novel pyrazolo[1,5-a]pyrimidines as potent 
pan-Pim inhibitors by structure- and property-based drug design. Bioorg. Med. Chem. Lett. 
23, 3149–3153. 
Wang, Z., Bhattacharya, N., Weaver, M., Petersen, K., Meyer, M., Gapter, L., and Magnuson, 
N.S. (2001a). Pim-1: a serine/threonine kinase with a role in cell survival, proliferation, 
differentiation and tumorigenesis. J. Vet. Sci. 2, 167–179. 
Wang, Z., Bhattacharya, N., Meyer, M.K., Seimiya, H., Tsuruo, T., Tonani, J.A., and 
Magnuson, N.S. (2001b). Pim-1 negatively regulates the activity of PTP-U2S phosphatase 
and influences terminal differentiation and apoptosis of monoblastoid leukemia cells. Arch. 
Biochem. Biophys. 390, 9–18. 
Wang, Z., Zhang, Y., Gu, J.J., Davitt, C., Reeves, R., and Magnuson, N.S. (2010). Pim-2 
phosphorylation of p21Cip1/WAF1 enhances its stability and inhibits cell proliferation in 
HCT116 cells. Int. J. Biochem. Cell Biol. 42, 1030–1038. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
191 
 
Wiederschain, D., Wee, S., Chen, L., Loo, A., Yang, G., Huang, A., Chen, Y., Caponigro, G., 
Yao, Y.-M., Lengauer, C., et al. (2009). Single-vector inducible lentiviral RNAi system for 
oncology target validation. Cell Cycle Georget. Tex 8, 498–504. 
Willems, L., Chapuis, N., Puissant, A., Maciel, T.T., Green, A.S., Jacque, N., Vignon, C., 
Park, S., Guichard, S., Herault, O., et al. (2012). The dual mTORC1 and mTORC2 inhibitor 
AZD8055 has anti-tumor activity in acute myeloid leukemia. Leukemia 26, 1195–1202. 
Willems, L., Jacque, N., Jacquel, A., Neveux, N., Maciel, T.T., Lambert, M., Schmitt, A., 
Poulain, L., Green, A.S., Uzunov, M., et al. (2013). Inhibiting glutamine uptake represents an 
attractive new strategy for treating acute myeloid leukemia. Blood 122, 3521–3532. 
Wolanin, P.M., Thomason, P.A., and Stock, J.B. (2002). Histidine protein kinases: key signal 
transducers outside the animal kingdom. Genome Biol. 3, REVIEWS3013. 
Xia, Z., Knaak, C., Ma, J., Beharry, Z.M., McInnes, C., Wang, W., Kraft, A.S., and Smith, 
C.D. (2009). Synthesis and Evaluation of Novel Inhibitors of Pim-1 and Pim-2 Protein 
Kinases. J. Med. Chem. 52, 74–86. 
Xie, Y., Xu, K., Dai, B., Guo, Z., Jiang, T., Chen, H., and Qiu, Y. (2006). The 44 kDa Pim-1 
kinase directly interacts with tyrosine kinase Etk/BMX and protects human prostate cancer 
cells from apoptosis induced by chemotherapeutic drugs. Oncogene 25, 70–78. 
Xie, Y., Xu, K., Linn, D.E., Yang, X., Guo, Z., Shimelis, H., Nakanishi, T., Ross, D.D., Chen, 
H., Fazli, L., et al. (2008). The 44-kDa Pim-1 kinase phosphorylates BCRP/ABCG2 and 
thereby promotes its multimerization and drug-resistant activity in human prostate cancer 
cells. J. Biol. Chem. 283, 3349–3356. 
Xie, Y., Burcu, M., Linn, D.E., Qiu, Y., and Baer, M.R. (2010). Pim-1 kinase protects P-
glycoprotein from degradation and enables its glycosylation and cell surface expression. Mol. 
Pharmacol. 78, 310–318. 
Xu, P., Duong, D.M., Seyfried, N.T., Cheng, D., Xie, Y., Robert, J., Rush, J., Hochstrasser, 
M., Finley, D., and Peng, J. (2009). Quantitative proteomics reveals the function of 
unconventional ubiquitin chains in proteasomal degradation. Cell 137, 133–145. 
Yan, B. (2003). The PIM-2 Kinase Phosphorylates BAD on Serine 112 and Reverses BAD-
induced Cell Death. J. Biol. Chem. 278, 45358–45367. 
Yemets, A.I., Stel’makh, O.A., and Blume, Y.B. (β005). Nocodazole provokes an apoptosis in 
isopropyl-N-phenyl carbamate resistant and sensitive Nicotiana lines but in two different 
ways. BMC Plant Biol. 5, S37. 
Yilmaz, Ö.H., Valdez, R., Theisen, B.K., Guo, W., Ferguson, D.O., Wu, H., and Morrison, 
S.J. (2006). Pten dependence distinguishes haematopoietic stem cells from leukaemia-
initiating cells. Nature 441, 475–482. 
Yu, Z., Huang, L., Zhang, T., Yang, F., Xie, L., Liu, J., Song, S., Miao, P., Zhao, L., Zhao, 
X., et al. (2013). PIM2 phosphorylates PKM2 and promotes Glycolysis in Cancer Cells. J. 
Biol. Chem. 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
192 
 
Yu, Z., Zhao, X., Ge, Y., Zhang, T., Huang, L., Zhou, X., Xie, L., Liu, J., and Huang, G. 
(2014). A Regulatory Feedback Loop between HIF-1α and PIM2 in HepG2 Cells. PLoS ONE 
9, e88301. 
Yuan, L.L., Green, A.S., Bertoli, S., Grimal, F., Mansat-De Mas, V., Dozier, C., Tamburini, 
J., Récher, C., Didier, C., and Manenti, S. (2014). Pim kinases phosphorylate Chk1 and 
regulate its functions in acute myeloid leukemia. Leukemia 28, 293–301. 
Zachos, G., Black, E.J., Walker, M., Scott, M.T., Vagnarelli, P., Earnshaw, W.C., and 
Gillespie, D.A.F. (2007). Chk1 is required for spindle checkpoint function. Dev. Cell 12, 
247–260. 
Zhang, F., Beharry, Z.M., Harris, T.E., Lilly, M.B., Smith, C.D., Mahajan, S., and Kraft, A.S. 
(2009). PIM1 protein kinase regulates PRAS40 phosphorylation and mTOR activity in 
FDCP1 cells. Cancer Biol. Ther. 8, 846–853. 
Zhang, Y., Wang, Z., Li, X., and Magnuson, N.S. (2008). Pim kinase-dependent inhibition of 
c-Myc degradation. Oncogene 27, 4809–4819. 
Zhao, Y., Xiong, X., Jia, L., and Sun, Y. (2012). Targeting Cullin-RING ligases by MLN4924 
induces autophagy via modulating the HIF1-REDD1-TSC1-mTORC1-DEPTOR axis. Cell 
Death Dis. 3, e386. 
Zhu, J., Gianni, M., Kopf, E., Honoré, N., Chelbi-Alix, M., Koken, M., Quignon, F., 
Rochette-Egly, C., and de Thé, H. (1999). Retinoic acid induces proteasome-dependent 
degradation of retinoic acid receptor alpha (RARalpha) and oncogenic RARalpha fusion 
proteins. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 96, 14807–14812. 
Zhu, N., Ramirez, L.M., Lee, R.L., Magnuson, N.S., Bishop, G.A., and Gold, M.R. (2002). 
CD40 Signaling in B Cells Regulates the Expression of the Pim-1 Kinase Via the NF-κB 
Pathway. J. Immunol. 168, 744–754. 
Zirkin, S., Davidovich, A., and Don, J. (2013). The PIM-2 Kinase Is an Essential Component 
of the Ultraviolet Damage Response That Acts Upstream to E2F-1 and ATM. J. Biol. Chem. 
288, 21770–21783. 
 
 
 ADAM Kévin – Thèse de doctorat en Biologie Médicale – 2014 
 
 
Title: Study of the stability and mechanisms of action of oncogenic protein kinase Pim2 in 
Acute Myeloid Leukaemia. 
 
 
Abstract:  
The kinases of Pim family are implicated in many haematological cancers, whose Acute 
Myeloid Leukemia (AML) and multiple myeloma. Contrary of the most others proteins 
kinases which needs activation by the preliminary phosphorylation of catalytic domain, the 
activity of Pim kinases is constitutive. The regulation of Pim2 expression and its mechanisms 
of action are not well-known. 
One part of my project consisted in the study of the expression and stability of Pim2 in AML 
and myeloma cells. I have shown that the expression of Pim2 is regulated at transcriptional 
level by STAT5. The three isoforms of Pim2 have very short half-lives. Theirs fast 
degradations seem to be constitutive and independent of intracellular pathway. It involves the 
proteasome machinery but not seems to need the preliminary ubiquitination of the protein. 
Forms of Pim2 accumulated in the cells when the proteasome is inhibited are actives. These 
firsts data drove me to think about the interest of Pim inhibitor in multiple myeloma, where 
the using of proteasome inhibitor as treatment increase the accumulation of this oncogenic 
kinase. 
The second part of my project was to identify the potentials substrates and partners of Pim2 in 
AML. In this aim, I developed a method of metabolic labelling coupled with a global 
quantitative phosphoproteomic approach, as well as a specific antibody targeted against this 
protein to realize an interactome analysis of Pim2. The informations obtained allowed me to 
show the activation of mTORC1 pathway by Pim2 and to identify the Polo-Like Kinase 
(PLK1) as a new substrate and partner of Pim2. My results show that Pim2 and PLK1 are 
colocalized during the differents mitotic phases, particularly at the midbody level during the 
separation of cell.  
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